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INTRODUCCIÓN
La interacción entre bacterias patogénicas y organismos superiores es un proceso 
dinámico muy complejo que transcurre a través de una serie de eventos que involucran la 
participación de múltiples factores bacterianos y de numerosos mecanismos de defensa 
generados por el hospedador. Gracias a la biología molecular, muchos de los factores 
bacterianos involucrados en el desarrollo del ciclo infeccioso de diferentes patógenos han 
sido identificados y caracterizados y la regulación de su expresión ha sido estudiada. Por 
su parte la biología celular y la puesta a punto de modelos animales, ha permitido analizar 
el rol in vivo e in vitro de estos factores; y gracias al desarrollo y a la relativamente rápida 
incorporación en el área de inmunología de nuevas metodologías de estudio de alto poder 
resolutivo, se ha avanzado en el conocimiento de los mecanismos de defensa del 
hospedador. Sin embargo, para muchos patógenos quedan varios interrogantes por 
contestar y aspectos por estudiar cuya resolución y avance permitirían la obtención de un 
modelo acabado de la interacción patógeno -  hospedador. Así, desde el punto de vista del 
estado de conocimiento del patógeno, del rol de sus componentes y de las estrategias que 
desarrolla para causar la infección, un claro déficit en el conocimiento recae en los 
componentes bacterianos de naturaleza no proteica tales como los diferentes polisacáridos 
de la superficie bacteriana (cápsula, exopolisacáridos, lipopolisacáridos). Esto se debe 
quizás a que estas moléculas en general son más complejas que las proteínas, que 
requieren metodologías de estudio muy específicas y cuyas estructuras, genética y 
bioquímica aún hoy no están del todo esclarecidas.
Los estudios sobre la patogénesis de las diferentes especies el género Bordetella no 
escapan a esta generalidad ya que durante muchos años las investigaciones sobre este 
género se focalizaron casi exclusivamente sobre factores de naturaleza proteica y es por 
ello que se sabe relativamente poco sobre componentes de superficie tales como el 
lipopolisacárido (LPS). El LPS es el componente mayoritario de la membrana externa cuya 
diversidad estructural hace pensar en un protagonismo directo en la comunicación del 
patógeno con los diferentes entornos. Sólo a fines de la década del noventa, el LPS de 
Bordetella y más específicamente de B. bronchiseptica ha surgido como una de las 
moléculas responsables de la resistencia al suero, a antibióticos y a varios péptidos 
antimicrobianos denominados defensinas (20, 355).
Recientemente se ha reportado además la variabilidad estructural del LPS frente a 
diferentes señales externas y en el curso de la infección (134, 203, 341). Sin embargo al 
presente queda aún por establecer su contribución y la de su variabilidad estructural en la 
patogénesis y persistencia en el hospedador.
Nosotros hemos focalizado este trabajo de Tesis al estudio del rol de uno de los 
principales componentes bacterianos superficiales de naturaleza no proteica, el 
lipopolisacárido, en la colonización temporal de la mucosa respiratoria y la persistencia de 
Bordetella bronchiseptica en el hospedador. Esta etapa de persistencia de la bacteria en 
el hospedador es la menos estudiada pero no por ello la menos importante. Las bacterias 
que persisten contribuyen a la existencia de focos de contagio dificultando una
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del hospedador. En la Tabla 1.1 se detallan a modo de ejemplo algunas de las adhesinas 
descriptas para diferentes patógenos. Como puede observarse, en ocasiones existe más 
de una adhesina para el mismo patógeno, de esta forma el patógeno aseguraría el paso 
inicial que le permite establecer la infección. En relación a los receptores es poco lo que 
se conoce acerca de su naturaleza. Esto puede deberse a que el estudio de la 
patogénesis se ha enfocado históricamente desde el punto de vista del patógeno, por ser 
más sencillo, que desde el hospedador.
Tabla 1.1. Adhesinas y  sus receptores de diferentes patógenos.
M icroorganism o Enferm edad Adhesina/Receptor
Célula o tejido del 
hospedador dónete 
ocurre la adhesión
Bordetella pertussis Coqueluche.
Hemaglutinina filamentosa, 
pertactina, fimbrias/?. Epitelio respiratorio.
Hemaglutinina filamentosa/CR3 Macrófagos.
Virus influenza Influenza. Hemaglutinina viral/ácido neuramínico. Epitelio respiratorio.
Virus Epstein-Bar Fiebre Glandular. Proteína de envoltura viral/CR2. Células B.
VIH SIDA. gp120/CD4. Células T CD4+
Chlamydia spp Conjuntivitis, uretritis.
giicosaminoglicano similar a 
heparina(GAG)/receptor de 
GAG.
Conjuntiva, epitelio uretral.
Mycoplasma pneumoniae Neumonía atípica. Pie del micoplasma/ácido neuramínico. Epitelio respiratorio.
Neisseria gonorrhoeae Gonorrea. Pili tipo IV/residuos de glucosamina. Epitelio uretral.
Vibrio cholerae Cólera.
Pili (N-metiifenilaíanina)/ 
Carbohidratos con fucosas o 
mañosas.
Epitelio intestinal.
Escherichia coli (EPEC) Diarrea. Intimina/?.Fimbria Tipo l/Carbohidratos. Epitelio intestinal.
Escherichia coli (UPEC) Pielonefritis.
Fimbria P/Gal(a1-4)Gal.
Pili P/Globobiosa presente en 
ceramida.
Tracto urinario.
Escherichia coli (EHEC) Colitis hemorrágica, SUH. Intimina/?. Epitelio coiónico.
Salmonera typhimurium Gastroenteritis. Fimbrias tipo I y ll/receptor de EGF. Epitelio intestinal.
Salmonella typhi Fiebre entérica. Fimbria tipo I/?. Epitelio intestinal.
Streptococcus mutants Caries. glicosiltransferasa/glicoproteína Dientes.
Streptococcus
pneumoniae Neumonía.
Proteína de
membrana/N.acetilhexosamina-
galactosa.
Epitelio mucoso.
Listeria monocytogenes Diferentes enfermedades. Internalina/?.-
Yersinia spp Diarrea.
Invasina, Ail (membrana 
asociada a membrana), 
Adhesina de Yersinia/?.
Epitelio intestinal.
Staphybcoccus aureus Diferentes enfermedades. Proteína de membrana/Extremo N-terminal de fibronectina. Epitelio mucoso.
Piasmodium falciparum Malaria. merozoito/glicoporina A, B. Eritrocitos.
Babesia Babebiasis en gatos.
Adhesión mediada por 
complemento al receptor de 
C3b.
Eritrocitos.
Giardia lambdia Diarrea. TagIina/manosa-6-P. Epitelio yeyunal o duodenal.
Entamoeba histolytica Disentería. Lectina/conjugados de N- acetilglucosamina. Epitelio colónico.
Ref. Mims Pathogenesis of Infections Diseases. Fourth Edition. Stephen Ed. 1995, Academic Press. NY.
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Un aspecto interesante para remarcar es que las adhesinas pueden, además de 
intervenir en la adhesión del patógeno, disparar señales dentro de la célula eucariota que 
desencadenan diferentes cambios bioquímicos como secreción de citoquinas, inducción 
de muerte celular programada o necrótica, inducción de rearreglos en la conformación de 
proteínas estructurales como actina, inhibición del transporte de iones o del movimiento 
ciliar. Estos cambios bioquímicos en general favorecen a la colonización definitiva del 
patógeno. Así, el proceso de adhesión en conjunto con los cambios inducidos, permiten al 
patógeno no ser removido por los mecanismos de eliminación tales como movimiento 
ciliar o secreción de mucus entre otros, utilizados por el hospedador como defensa.
Una vez adherido de manera específica en el tejido blanco, el patógeno se multiplica. 
Para ello utiliza los nutrientes del medio circundante dentro del hospedador. En principio 
es posible suponer que los fluidos corporales son excelentes medios de cultivo, pero sin 
embargo, existe limitación en el hierro biodisponible ya que este ión se encuentra 
secuestrado por moléculas específicas del hospedador (Ej: transferrinas, lactoferrinas). En 
estas condiciones numerosas bacterias sintetizan y secretan complejantes de hierro con 
alta afinidad (sideróforos) que compiten por este ión con los quelantes propios del 
hospedador. De esta forma las bacterias son capaces de captar el hierro circulante y 
utilizarlo para su crecimiento. La deleción de estos mecanismos de adquisición de hierro 
genera cepas que se denominan avirulentas y que no son capaces de inducir infección 
(26,155,160,334).
El patógeno en todo momento de la infección debe evadir las defensas del 
hospedador, en particular aquellas que son bactericidas como la fagocitosis y la acción 
del complemento. Algunos patógenos son resistentes a la acción bactericida debido a la 
presencia de alguna estructura particular (Ej: LPS en bacterias Gram negativas, (212,176); 
PspA de Streptococcus pneumoniae (175); Brka de Bordetella pertussis (103). La mayoría 
de ios patógenos han desarrollado mecanismos específicos que le permiten resistir las 
principales defensas del hospedador, entre ellos variaciones en las estructuras 
antigénicas del patógeno para no ser reconocida por la respuesta ya montada en el 
hospedador, mecanismos de evasión del proceso fagocítico, supervivencia 
intraceiular, crecimiento en forma de biofilms, etc. (140,192, 300, 328).
La variación antigénica ocurre con un alta frecuencia en el patógeno incluso durante 
el transcurso de un mismo ciclo infeccioso. Esta variación puede ocurrir a través de 
mutaciones o recombinaciones a nivel génico que permiten la variación de la estructura 
de determinados antígenos en general presentes en la superficie bacteriana (140,192, 300) 
o a través de sistemas de traducción de señales que median la alternancia, entre dos 
estados fenotípicos diferentes (Tabla I.3).
En relación a la evasión de la actividad fagocítica por parte del patógeno, esta puede 
ocurrir a través del bloqueo de alguno de los pasos de la fagocitosis, esto es: contacto, 
envoltura, formación del fagosoma, fusión del lisosoma, digestión y muerte. A su vez es 
posible para algunas bacterias sobrevivir dentro del fagosoma (18), o escapar del mismo 
llevando una vida intraceiular fuera del alcance de la respuesta inmune del hospedador 
(74,142, 360). Algunas bacterias han desarrollado incluso mecansimos para interferir en las
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señales intracelulares normales de las células de manera de inducir o prevenir según su 
conveniencia la muerte celular (118). Esta muerte en la mayor parte de los casos es 
inducida a través de un mecanismo fisiológico normal denominado apoptosis o muerte 
celular programada. El rol de la inducción o inhibición de la apoptosis en la patogénesis 
puede ser variado dependiendo del tipo de célula eucariota de que se trate. Así en células 
del sistema inmune el patógeno induciría apoptosis de manera de eliminar esta célula 
agresora para el patógeno y en otras inhibirá la apoptosis de manera que el patógeno 
pueda vivir intracelularmente en ella. En el capítulo V de la presente Tesis se analizará 
este proceso en particular.
La posibilidad que presentan algunas bacterias de sobrevivir intracelularmente les 
otorga una gran ventaja en cuanto a la evasión de defensas del hospedador. La respuesta 
humoral generada durante la etapa extracelular de la infección no puede alcanzar al 
patógeno una vez alojado dentro de las células eucariotas. A su vez la manipulación de 
los diferentes mecanismos presentes en la célula por parte de la bacteria permiten la 
supervivencia (alteración del tráfico lisosomal, resistencia a la actividad oxidante del 
lisosoma, etc) (51 ,113 ,161 , 282, 316) y/o diseminación intercelular del patógeno a través de 
la polimerización de actina (30, 74, 328, 332).
Finalmente, la formación de biofilms en los tejidos del hospedador impiden de 
manera esférica la llegada de la acción bactericida de ios diferentes integrantes del 
sistema inmune. La posibilidad de la formación de este tipo de estructuras otorgan a la 
bacteria una resistencia superior a ser erradicada que la observada en las bacterias 
aisladas en su forma libre. A su vez el biofilm se constituye en un reservorio productor de 
nuevas bacterias libres que se diseminarán al resto del organismo hospedador.
En cuanto a la diseminación del patógeno, éste puede en ocasiones infectar zonas 
secundarias al sitio inicial de infección de forma de colonizar otros tejidos e incluso 
persistir dentro del hospedador. La diseminación puede ocurrir dentro del mismo órgano 
(Ej: Salmonella spp), a través de diferentes órganos de un mismo aparato (Ej: Bordetella 
spp) o utilizando la vía sanguínea o linfática al resto del hospedador (Ej: Yersinia spp), 
generando en este último caso una enfermedad sistémica. El proceso de diseminación 
requiere en general de un proceso de invasión de la célula a la que previamente se había 
adherido. Para ello, algunos patógenos expresan ciertas adhesinas que estimulan la 
internalización a la célula blanco, por ejemplo la bacteria Gram negativa Listeria 
monocytogenes, a través de dos proteínas InlA y ActA es capaz de introducirse en células 
epiteliales, inducir la polimerización de actina de la célula y utilizarla para movilizarse 
entre diferentes células epiteliales (197, 318).
Otros patógenos bacterianos utilizan la inducción de un daño tisular como factor de 
invasión y es este daño el que produce la enfermedad. La lesión tisular se produce en la 
mayor parte de los casos producto de la liberación de toxinas. Éstas son en general 
solubles y son secretadas al medio extracelular durante el crecimiento de la bacteria. En 
la Tabla I.2 se presentan los principales tipos de toxinas bacterianas descriptas hasta el 
momento.
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Tabla 1.2. Clasificación de los principales grupos de toxinas bacterianas conocidas hasta el momento.
Clase de toxina Ejem plo M odo de acción Referencia
Endotoxina Componente lipídico del LPS 
(lípido A) de bacterias Gram 
negativas
Inducción de IL-1, TNF-a, mediada 
por LBP-CD14-TLR-4 8,31
Exotoxina Hemoiisinas Formadoras de poros en la 
membrana o fosfolipasas 237,238,249
Moduladoras de actividad 
enzimática
ADP-ribosilasas.
(toxinas colérica y pertussis y 
toxina de Salmonella).
Inactivación de proteínas G 
mediante ADP-ribosiladón de las 
mismas.
209,215,256
Adenilato ciclasas.
(AC-Hly de B. pertussis, factor 
edematoso de Anthrax)
Aumento de la cantidad citosólica 
de AMPc 257
Proteín fosfatasas 
(YopH de Yersinia spp)
No determinado 33
Enzimas convertidoras Proteasas de IgA, peptidasa de 
C5a.
Proteólisis de IgA o C5a 63,194,264
Toxina botulínica y tetánica. Bloqueo de neurotransmisión por 
clivaje de sinaptobrevina
309
Toxina shiga Degradación de ARNr 265,263
inductoras de vacuolaciórt VacA de Helicobacter pylori Desconocido 87,270
En el proceso de reinfección, el patógeno es capaz de trasladarse desde un 
hospedador a otro, causando la propagación de la enfermedad. Este es un paso 
importante del proceso infeccioso ya que permite perpetuar la existencia del patógeno 
más allá del ciclo de vida del hospedador. El pasaje desde un hospedador a otro en 
ocasiones requiere de una estadía previa en el exterior del hospedador. Las diferentes 
situaciones en que puede encontrarse el patógeno marcan la necesidad de una 
regulación precisa de los diferentes factores involucrados en cada estadio. Esta 
regulación se encuentra mediada por factores de origen bacteriano o ambientales o 
ambos. Los primeros incluyen factores involucrados en señalizaciones entre bacterias 
como el fenómeno de quorum sensing (95, 156). La concentración de componentes 
bacterianos particulares hasta un nivel crítico inducen la expresión de determinados 
genes en toda la población bacteriana. Esta inducción posee la particularidad de ser 
simultánea en toda la población actuando de esta manera como un todo y no como 
bacterias particulares. Esto le permite a toda la población responder ante eventos que 
suceden en el medio ambiente como un aumento importante de la población total, con la 
consecuente limitación en las fuentes de carbono y energía. En general los componentes 
utilizados para la señalización de quorum sensing son específicos para cada especie, 
pero en ocasiones es posible observar actividad entre diferentes especies del mismo 
género. Los factores de origen ambiental pueden ser físicoquímicos, como temperatura, 
pH u osmolaridad o moleculares como la presencia de determinados iones o moléculas 
más complejas (119, 128, 273). Los mecanismos a través de los cuales las bacterias son 
capaces de sensar la presencia de alguno de los factores ambientales pueden ser 
clasificados según su ubicación celular. A continuación (Tabla I.3) se resumen los 
principales mecanismos de reconocimiento descriptos hasta el momento.
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Tabla 1.3. Mecanismos de reconocimiento de señales extracelulares por parte de patógenos bacterianos.
Mecansim o de reconocim iento  
de señales Ejem plo Referencia
Mecanismo transmembrana
Sistemas de dos componentes PhoPQ (Salmonella spp) 72
BvgAS (Bordetella spp) 351
AgrAS (Staphylococcus aureus) 369
Proteína activadora de membrana ToxRS (Vibrio spp) 72
PsaEF (Yersinia spp) 371
CCadC/LysP (E. cotí) 370
Mecanismos intracelulares.
Proteínas tipo AraC 372
UreR (Uropatógenos Gram negativos) 94
VirF (Yersinia spp) 373
ToxT (V. choterae) 72
La expresión regulada de los diferentes factores bacterianos no sólo es necesaria para 
el ciclo infección-reinfección sino también a lo largo de todo el proceso infectivo ya que no 
en todo momento el patógeno necesita del mismo grupo de factores. Las estrategias de 
regulación permiten al patógeno el logro de un ciclo infeccioso efectivo.
El delgado equilibrio presente entre los dos protagonistas, patógeno y hospedador, 
puede perdurar en el tiempo originándose una infección crónica o persistente. En general 
esta fase de la enfermedad es la menos estudiada pero no por ello la menos importante. 
De hecho es en esta fase en donde el microorganismo se disemina silenciosamente, 
producto de procesos adaptativos tendientes a no generar un daño en el hospedador que 
resulten al final perjudicial para el patógeno. A su vez en estos estadios de la enfermedad, 
la respuesta inmune por parte del hospedador, al menos, no es suficiente para eliminar al 
patógeno. El periodo crónico de la enfermedad resultaría así de una evolución conjunta de 
los dos participantes de la interacción patógeno -  hospedador. Un patógeno que perjudica 
gravemente la salud de su hospedador sólo podrá reproducirse y necesitará de la 
presencia de un número considerable de hospedadores susceptibles. En cambio, el 
patógeno que es capaz de persistir de manera crónica dentro del hospedador no necesita 
de la presencia de un número importante de individuos susceptibles y utiliza al portador 
asintomático como reservorio hasta el momento adecuado en que puede diseminarse 
hacia otro individuo. Esta estrategia de supervivencia del patógeno requiere de una alta 
especialización de distintos factores necesarios para las diferentes etapas del ciclo 
infeccioso y por ello una regulación muy estricta de la expresión de los mismos.
Para erradicar de manera definitiva una enfermedad causada por un patógeno capaz 
de persistir en el hospedador se debe pensar en diseñar estrategias que inhiban no sólo 
la colonización sino también la persistencia del patógeno en el hospedador. De esta 
manera se impediría la diseminación y la presencia de portadores asintomáticos que 
actuarían de reservónos del patógeno.
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Interacción Bordetella spp - hospedador
El patógeno: definición de un género propio
De las distintas especies del género Bordetella, la más estudiada es B. pertussis, que 
es el agente causal de la tos convulsa, coqueluche o pertussis. Al contrario de lo que 
sucede con enfermedades descriptas ya por Hipócrates como la difteria o el tétano, la 
historia de la tos convulsa es relativamente reciente ya que los reportes de síntomas 
relacionados con esta enfermedad sólo aparecen después del siglo XVI. De hecho la 
primera descripción de tos convulsa o síndrome coqueluchoide fue realizado en 1640 por 
Baillou, durante una epidemia en París que presentaba los síntomas característicos de 
esta enfermedad (68). Su agente etiológico probablemente haya sido descripto por 
algunos fisiólogos durante los últimos años del siglo XIX pero su caracterización comienza 
con el aislamiento de un pequeño bacilo sin movilidad realizado por primera vez por 
Joules Bordet y Octave Gengou en 1904. Este bacilo que fue obtenido de un paciente 
durante un episodio de catarro podía aglutinar el suero proveniente de los pacientes 
enfermos, dato que se tomó como confirmación de que se trataba del agente etiológico de 
la enfermedad (38). Inicialmente a esta bacteria se la denominó Haemophilus pertussis a 
causa de su requerimiento de un medio suplementado con sangre para poder crecer. Sin 
embargo a diferencia de las bacterias del género Haempophilus, el agente causal aislado 
no necesita de la presencia de los factores X y V para crecer. Finalmente y luego de 
varios cambios, este microorganismo fue clasificado dentro de un género propio que se 
denominó Bordetella en honor a Joules Bordet. Las otras especies pertenecientes a este 
género fueron describiéndose posteriormente con lentitud, a pesar de que Bordetella 
bronchiseptica fue descripta por primera vez en 1910 como patógeno respiratorio de 
varios mamíferos con el nombre de Bacillus bronchisepticus (105,106,222). En el año 1923 
Bergey incorpora a Bacillus bronchisepticus al género Alcalígenes por su incapacidad de 
fermentar glúcidos. Finalmente, en 1952 se describe el género Bordetella, en donde B. 
pertussis y B. bronchiseptica quedan clasificadas en forma definitiva (255). Sus 
incorporaciones fueron posteriormente confirmadas sobre la base de varios criterios 
incluyendo morfología, propiedades fisiológicas y antigénicas, estudios de hibridización de 
ADN y tipificación por fagos. Otra especie incorporada al género y relacionada con 
enfermedades en humanos con síntomas más leves es B. parapertussis, descripta por 
primera vez en 1937.
Las distintas especies del género Bordetella.
El género Bordetella pertenece a la subclase p de las Proteobacterias. Dentro de este 
grupo se encuentran también los géneros Achromobacter y Alcalígenes, que junto a 
Bordetella forman un grupo de organismos muy relacionados entre sí al que se ha 
denominado complejo Alcalígenes -  Achromobacter- Bordetella (AAB).
Hasta el momento, han sido reportadas ocho especies dentro del género Bordetella, 
todas ellas cocobacilos Gram negativos aerobios estrictos no fermentativos (Tabla I.4). El 
contenido de GC de las diferentes especies se encuentra entre 65 y 68% y su
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temperatura de crecimiento óptimo se encuentra comprendido en el rango de 35 a 37° C. 
Todas las especies aglutinan los eritrocitos de una gran variedad de mamíferos. Son 
patógenos principalmente de mamíferos, siendo el humano el único hospedador conocido 
para B. pertussis. Varias de las especies se pueden distinguir fácilmente a través de 
pruebas bioquímicas, entre las que se pueden mencionar prueba de ureasa, catalasa, 
oxidasa, movilidad y posibilidad de reducir el nitrato (Tabla 1.4).
8. pertussis es el agente etiológico de la tos convulsa o coqueluche, una enfermedad 
altamente contagiosa que se caracteriza por episodios de tos paroxística o tos quintosa. 
Es un patógeno obligado del hombre y no hay evidencia hasta el momento de nichos 
animales o ambientales para esta bacteria. 8. parapertussis produce en humanos una 
sintomatología más leve que 8. pertussis y en ovejas una neumonía crónica (368). A 
diferencia de lo que ocurre con 8. pertussis y 8. parapertussis, 8. bronchiseptica presenta 
un amplio rango de hospedadores posibles, causando enfermedad respiratoria en 
diversos mamíferos incluyendo a perros, roedores, caballos y cerdos. Recientemente se 
ha detectado la presencia de 8. bronchiseptica en humanos, con un claro aumento de su 
incidencia en dicho hospedador en los últimos años (125, 135, 363). A pesar de las 
diferencias presentadas respecto al rango de hospedadores y de la variedad en los 
síntomas de la enfermedad, se ha sugerido considerar a estos tres patógenos como 
subespecies de 8. bronchiseptica con diferentes adaptaciones. Distintos métodos 
incluyendo hibridaciones ADN-ADN, comparación de las secuencias de ARN ribosomal 
16S y 23S, de las subunidades p de la ARN polimerasa y de la girasa (GyrB), además de 
los genes involucrados en la virulencia, así lo demuestran (12, 259, 260, 364). De aquí en 
más mencionaremos a las tres especies en su conjunto como pertenecientes al grupo 8. 
bronchiseptica como ha sido sugerido por otros autores (271, 248) o indistintamente como 
el grupo de las Bordetellas clásicas por ser las más estudiadas.
Los miembros del grupo 8. bronchiseptica están muy cercanos entre si genéticamente, 
sin embargo se pueden observar diferencias entre los genomas que podrían indicar la 
manera en que se han diferenciado evolutivamente estas especies (325). Quizás el 
ejemplo más sorprendente se trate de la diferencia en los tamaños de los genomas de 
estas bacterias (Tabla I.4). Se ha determinado a través de electroforesis de campo 
pulsante y más recientemente mediante secuenciación que el genoma de 8. pertussis es 
varios cientos de kilobases menor respecto al resto de los aislamientos del grupo 8. 
bronchiseptica (271). Esto sugiere que la adaptación de 8. pertussis a un único 
hospedador podría estar relacionado con esta gran reducción del tamaño de su genoma. 
La falta de material genético se podría correlacionar con los requerimientos más exigentes 
para el cultivo in vitro de 8. pertussis y su sensibilidad aumentada a condiciones 
ambientales respecto al resto del género (78,276, 313). Esta reducción, con la consecuente 
pérdida en la versatilidad metabólica, ya ha sido reportada para otras bacterias como 
Rickettsia spp, Mycoplasma spp y Chlamydia spp (9, 315).
El análisis de representación diferencial (RDA) ha arrojado diferencias entre los 
genomas que serían el resultado de transferencias de material genético de manera 
horizontal (246). Uno de los fragmentos presentes en 8. pertussis y ausente en el resto del
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género, está compuesto por una región de aproximadamente 5 kb que codifica para 
funciones metabólicas y de regulación (246). Dado que estos genes no se encuentran en 
ninguna de las bacterias del mismo género, se ha sugerido que se trataría de una isla 
metabólica adquirida por 8. pertussis en algún momento de su evolución (121, 246). El 
locus que contiene los genes para la síntesis de la toxina pertussis (ptxA-E) y su sistema 
de secreción tipo IV (ptlA-l) posee algunas características presentes en islas de 
patogenicidad (10, 52). Este locus está flanqueado por un gen para ARN transferencia y 
algunas cepas de B. bronchiseptica han perdido el locus por completo, conservando los 
genes adyacentes (11). Por otro lado, el locus wbm en 8. bronchiseptica y B. 
parapertussis, responsable de la síntesis del antígeno O del lipopolisacárido de estas 
bacterias no está presente en el genoma de B. pertussis (246, 279). Este locus se 
encuentra reemplazado en 8. pertussis por un elemento de inserción. Se ha sugerido que 
en el antecesor de 8. pertussis habría ocurrido una integración de un elemento de 
inserción (IS) con la subsecuente recombinación con otra copia del mismo elemento, para 
llevar finalmente a la desaparición del locus wbm. Esto explicaría, como se detallará más 
adelante, la falta de este antígeno en 8. pertussis.
Se espera que de la comparación entre las secuencias completas de los genomas de 
8. pertussis y 8. bronchiseptica se extraiga suficiente información para estimar si el 
proceso de adaptación de 8. pertussis hacia un único hospedador fue debido a la 
adquisición de nuevo material genético de manera horizontal o si simplemente se trata de 
una variante de 8. bronchiseptica que ha perdido parte del genoma.
Tabla 1.4.. Principales características de las especies del género Bordetella.
B o rd ete lla
p ertu ss is
B o rd ete lla
p arap ertu ss is
B o rd ete lla
b ro nch iseptica
B . h o lm es ii 0 . h in z ii B . av ium B , trem atu m B .p e M f
Hospedador Humanos Humanos,oveja
Mamíferos, 
incluyendo al 
humano
¿Humanos? Aves,humanos
Aves y 
reptiles
¿Humanos? Desconocido
Enfermedad Tosconvulsa
Tos convulsa 
leve
Rinitis atrófica 
en credos, tos 
ferina en perros 
y gatos
Septicemia,
enfermedad
respiratoria
Septicemia
Enfermedad 
respiratoria 
en el pavo
Desconocido Desconocido
Lugar de
aislamiento
en
humanos
Tracto
respiratorio
Tracto
respiratorio
Tracto
respiratorio,
sangre
Tracto
respiratorio,
sangre
Tracto
respiratorio,
sangre
-
Heridas, 
infecciones 
de oído
-
Contenido 
G+C (%  en 
moles)
66-68 66-68 66-68 61,5-62,3 65-67 62 64-65 63,8
Tamaño del
genoma
(kpb)a
3880-4060 >4400 >4400 ND ND ND ND ND
Crecimiento 
en agar 
MacConkey
- + + -/+ + + + ND
Catalasa + + + + + + + ND
Oxidasa + - + - + + - ND
Asimilación 
de Citrato
+ + + + + + - ND
Movilidad - - + ND ND + ND ND
En los últimos años, cinco nuevas especies han sido incluidas en el género Bordetella: 
8. avium, B. hinzii, B. holmesii, B. petrii y 8. trematum (Tabla 1.4) (16, 344, 345, 356). 8.
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avium es el agente causal de enfermedad del tracto respiratorio de las aves de corral, 
especialmente de pavos. Estudios recientes también la describen como agente causal de 
infecciones en aves salvajes (284). Los análisis feno y  genotipicos demuestran que B. 
avium es una especie relacionada pero en forma lejana con el resto del grupo B. 
bronchiseptica. Al igual que otras especies del género, B. avium sintetiza un set de 
factores de virulencia regulables por un sistema de traducción de señales de dos 
componentes y presenta un fuerte tropismo hacia el epitelio traqueal ciliado (16).
B. hinzii también se ha podido aislar del tracto respiratorio de aves de corral y en 
humanos en donde causaría septicemias (184) y ha sido aislada en pacientes 
inmunocomprometidos (69, 116, 117). B. holmesii se aisló de sangre de pacientes adultos 
jóvenes y ocasionalmente en esputos o en lavados nasofaríngeos. En algunos casos 
también se la ha asociado a síntomas coqueluchoides en humanos (233, 356, 331, 365). El 
primer aislamiento de B. holmesii se obtuvo en 1983 y a partir de ese momento el número 
de aislamientos ha ido aumentando considerándolo por ello como un patógeno emergente 
(233, 356).
B. petrii es el primer integrante del género Bordetella que no fue aislado a partir de una 
infección en humanos o en algún otro animal (348). Esta bacteria fue aislada de un 
biorreactor en condiciones anaerobias. La facultad de crecer en medios anaeróbicos 
presentada por B. petrii es interesante ya que introduce un punto de unión entre el grupo 
clásicamente aerobio de las Bordetellas y el presentado por las especies de 
Achromobacter, anaerobias facultativas, integrante del complejo AAB.
B. trematum es la especie que más recientemente se ha incorporado al género. Esta 
especie ha sido aislada de infecciones de oído o heridas en humanos, pero nunca a partir 
de infecciones del tracto respiratorio. Aún es poco es lo que se conoce acerca de este 
patógeno (344).
A continuación haremos una descripción del estado de conocimiento de la infección 
causada por B. bronchiseptica ya que sobre esta especie desarrollamos nuestro trabajo. 
La elección de este modelo de estudio B. bronchiseptica -  hospedador se basó en: i) que 
sobre esta especie, ahora también considerada patógeno del hombre, es menos lo que se 
conoce comparado con 6. pertussis u.) que para ella existe una modelo natural de 
infección animal lo que facilita la interpretación de los resultados y ¿u) porque presenta un 
claro período de persistencia en el hospedador que molecularmente es poco conocido.
Ciclo infeccioso de Bordetella bronchiseptica
B. bronchiseptica al igual que las otras especies del género es un cocobacilo Gram 
negativo aerobio que no utiliza a los hidratos de carbono como fuente de carbono. Es la 
única especie que en determinadas condiciones ambientales es móvil. Esta bacteria 
produce enfermedades respiratorias en una gran variedad de animales domésticos y en 
ganado porcino pero se ha reportado también que este microorganismo puede causar 
infección en humanos (88,244).
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Al igual que otros patógenos, el proceso infeccioso de esta bacteria comienza con la 
colonización culminando en fenómenos de persistencia y/o diseminación a otros 
hospedadores. Esto es, la bacteria ingresa a las vías aéreas del hospedador mediante 
gotitas o aerosoles que contienen al patógeno y una vez dentro del mismo se adhiere a la 
mucosa nasofaríngea causando un inflamación leve en la zona. Allí, las bacterias 
proliferan y luego se diseminan en el tracto respiratorio inferior. Se adhieren al epitelio 
ciliar y liberan toxinas causando ciliostasis, daño en el epitelio respiratorio e inhibición de 
funciones de células del sistema inmune del hospedador. En el modelo murino de 
infección intranasal de B. bronchiseptica, se ha podido observar que el pulmón infectado 
presenta una inflamación perivascular y peribronquial generalizada, con un gran número 
de células infiltrativas, predominando entre ellas los polimorfonucleares (131). Estos están 
distribuidos en todo el pulmón y en algunas áreas se presenta en franco proceso necrótico 
(131). Varios estudios indican que B. bronchiseptica es capaz de invadir y sobrevivir dentro 
de células epiteliales y fagocíticas. En este medio intracelular quizás sea donde 6. 
bronchiseptica persista y desarrolle la infección crónica característica de esta especie. A 
diferencia de las otras integrantes del grupo B. bronchiseptica, esta especie puede 
sobrevivir en medios acuosos indicando que dentro de su ciclo la transmisión hospedador 
-  hospedador no es una vía obligada.
Para el desarrollo de cada una de las etapas de infección la bacteria requiere de una 
serie de factores mucho de los cuales ya han sido identificados y caracterizados. A 
continuación describiremos los aspectos más sobresalientes de cada uno de ellos.
Factores de virulencia involucrados en el proceso de patogénesis de B. 
bronchseptica
El grupo de B. bronchiseptica expresa una serie de factores de virulencia comunes a 
todos los integrantes. Dentro de estos factores se encuentran las adhesinas tales como la 
hemaglutinina filamentosa (FHA), varios serotipos diferentes de fimbria (Fim) y diversas 
proteínas autotransportadoras como pertactina (PRN) y el factor de resistencia a la acción 
bactericida del suero (BrkA); y las toxinas tales como la adenilato ciclasa-hemolisina (Ac- 
Hly), toxina dermonecrótica (DNT) y citotóxina traqueal (TCT). B. pertussis expresa 
además otra toxina adicional, la toxina pertussis (PTX) que en las otras especies del 
grupo está ausente a pesar de contener los genes que codifican para esta toxina (226).
Como hemos mencionado más arriba la infección de Bordetella se inicia mediante un 
proceso de adhesión a los epitelios presentes en el tracto respiratorio del hospedador. En 
esta etapa están involucradas las siguientes adhesinas:
Adhesinas
Hemaglutinina filamentosa (FHA). Esta adhesina que es la más estudiada hasta el 
momento, es una proteína de 220 kDa de superficie pero que además se secreta al medio 
extracelular. Esta proteína es una de las primeras que se expresan a lo largo del proceso
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de infección (306). Como su nombre lo sugiere posee una estructura filamentosa que 
consiste en el plegamiento de la cadena polipeptídica en una hélice dividida en tres 
partes. Las regiones C y N terminal de la cadena polipeptídica forman la cabeza de la 
hélice y el resto forman las otras dos regiones cuerpo y cola (223) (Fig. 1.1).
A lo largo de su secuencia contiene diferentes dominios involucrados en el pegado a 
superficies del hospedador. El extremo de la estructura de hélice de FHA contiene un 
triplete Arginina -  Glicina -  Aspártico (RGD) que media la unión a receptores miembros 
de la familia de integrinas (168, 170, 301) caracterizados por contener un dominio 
glucosídico con afinidad por los glicolípidos que llevan lactosa (278, 289). Estos receptores 
están presentes en las membranas ciliadas del epitelio respiratorio y en los macrófagos 
alveolares (49). A través de esta región FHA estaría también involucrada en la formación 
inicial de un complejo formado por la integrina LRI y su proteína asociada CD47 junto al 
receptor de complemento tipo 3 (CR3) presentes en la membrana del leucocito (169, 288, 
305). La formación de este complejo permitiría a Bordetella entrar a la célula para 
establecerse en el medio intracelular. Este tipo de adhesión específica brindaría la 
posibilidad de una liberación controlada y acotada de las toxinas capaces de limitar de 
alguna manera la acción de los macrófagos (305, 320). Otro dominio responsable de la 
adhesión a carbohidratos (CRD), se encuentra entre los residuos 1141 y 1279, con una 
afinidad particular por los glicolípidos. Esta proteína puede unirse además a glicolípidos 
sulfatados no cargados (239). La región responsable de esta actividad se encuentra en la 
parte amino terminal de la proteína y es también la responsable de la actividad 
hemaglutinante de FHA (144).
Por último, FHA se une a la proteína del suero, la proteína C4BP que es conocida 
como un regulador de la activación del suero inhibiendo la vía clásica del complemento 
(29). La manera en que Bordetella utiliza esta unión es aún desconocida, pero demuestra 
una vez más la complejidad de la interacción de esta bacteria con el sistema inmune del 
hospedador.
La liberación de FHA al medio extracelular parece estar mediada por la presencia de 
una proteasa de membrana denominada SphB1 perteneciente a la superfamilia de las 
subtilisinas (82). Se ha observado que bacterias deficientes en la expresión de SphB1 no 
liberan FHA al medio extracelular, aunque sí se detecta la presencia de estructuras 
pertenecientes a FHA en la membrana (82). La actividad de SphB1 parece ser 
indispensable para que el proceso infeccioso tenga lugar ya que esta proteasa permitiría 
regular el proceso de adhesión permitiendo a la bacteria desadherirse para colonizar otras 
zonas del epitelio (81). La regulación a nivel transcripcional ocurre de manera coordinada 
a la de fhaB (10, 216) que codifica para el precursor FhaB (367 kDa) de la forma activa de 
FHA.
La forma activa corresponde a las dos terceras partes del extremo N terminal de FhaB. 
(89,289). Es en este extremo en donde se encuentra una región de 115 aminoácidos 
requeridas para su secreción que posee homología con regiones de las hemolisinas 
presentes en otras bacteria tales como Serratia marcescens y Proteus mirabilis (89). Lá 
secreción de estas proteínas requiere de la presencia de otra proteína accesoria que en el
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caso de Bordetella ha sido identificada como FhaC. Su estructura consiste en 19 hojas 
beta plegadas de forma tal de presentar una estructura de barril que atraviesa la 
membrana externa (130, 173). FhaC presenta homología con una proteína de membrana 
de H. influenzae, HMWB cuya función es de facilitar la exportación de la adhesina HMWA 
(21). Los precursores de FHA y HMWA poseen una región homologa de 22 aminoácidos, 
seguidos de una región catiónica y un fragmento hidrofóbico. Esta región actuaría como 
un péptido señal de inusual tamaño (71 aminoácidos) (172) que es removido a partir de un 
sitio consenso para la peptidasa de región líder (Lep) lo cual sugiere una secreción de 
FHA sec dependiente (202). Si bien el tercio C-terminal no parece estar asociado con la 
proteína en su forma extracelular, resulta ser imprescindible para su producción (290). La 
secuencia aminoacídica de esta región contiene una zona rica en prolina similar a la 
presente en los dominios C-terminales de las proteínas de membrana externa de 
bacterias Gram positivas como la proteína M de streptococos (93). En estos casos se 
especula que es ésta la región responsable de anclar a la proteína a la capa de 
peptidoglicano. Posiblemente esta porción de FhaB que es removida actúe como 
chaperona, estabilizando la proteína y permitiendo el correcto plegado para ser 
reconocida por el sistema de secreción (290).
El modelo actual de maduración y secreción involucra al precursor FhaB que es 
translocado al espacio periplásmico, probablemente utilizando la peptidasa líder y la 
maquinaria sec. Luego, el residuo homólogo con hemolisinas interactuaría con FhaC. Una 
vez que el extremo N-terminal atravesó el barril-0 de FhaC el extremo C-terminal es 
clivado para poder así liberar finalmente la molécula de FHA madura que se plegará en la 
estructura de horquilla propuesta por Makhov y colaboradores (1994) (223) (Fig. 1.1).
El estudio del rol de FHA en el desarrollo de la patogénesis de Bordetella se ha 
enfocado principalmente en su actividad como adhesina. Sin embargo, la posibilidad de 
que posea otras actividades importantes es un punto que se está explorando actualmente 
dada la amplia variedad de dominios presentes en su estructura. Es así como se ha 
descripto recientemente que FHA en forma purificada es capaz de estimular la liberación 
de IL-10, IL-6 y TNF-a en macrófagos (234) y de inducir un franco proceso apoptótico en 
monocitos, probablemente a través de TNFR1, uno de los receptores de TNF-a (1). 
Finalmente, se ha sugerido también un rol de FHA durante el proceso de persistencia en 
el hospedador. La respuesta humoral lograda en las infecciones con mutantes defectivos 
de FHA es significativamente superior a la observada durante la infección con la cepa 
salvaje (79). Esta posible actividad inhibitoria de la respuesta inmune por parte de FHA 
podría permitir resistir los mecanismos de defensa presentes en el hospedador.
El destacado rol de FHA en la adhesión a células epiteliales y macrófagos y la 
respuesta que ésta desarrolla en estos últimos marcan a esta proteína como un 
importante factor de virulencia involucrado en establecimiento de la infección. La 
diversidad de dominios presentes a lo largo de la estructura de FHA permite predecir 
además una multiplicidad de funciones para esta proteína, quedando aún por dilucidar la 
mayoría de ellas.
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Fig. 1.1. Representación simplificada del modelo de secreción de FHA. El péptido señal (rojo), la región 
homologa a hemolisina (violeta) y el dominio C-terminal (negro) se encuentran indicados. Se indican 
además los sitios de adhesión, regiones repitivas (verde), secuencia RGD (amarillo) y la región 
inmunodominante de la proteína (azul).
El péptido señal es clivado a través de un proceso dependiente de una peptidasa líder. El nuevo extremo 
N-terminal es convertido en piroglutamina (círculo rosa). El dominio C terminal se encuentra 
momentáneamente presente en el espacio periplásmico a fin de prevenir un plegado incorrecto de la 
proteína. Luego a través de la interacción con FhaC y la región homologa de hemolisina Fha es 
traslocada al exterior y el extremo C-terminal es eliminado. Modificado y adaptado de Smith y col.
2001 ( 375)
Pertactina (PRN). Bordeteila expresa proteínas asociadas con la superficie celular que 
dirijen su propia exportación a la membrana externa, en donde se autoprocesan a través 
de un mecanismo proteolítico sobre su extremo C-terminal. Este mecanismo es similar al 
utilizado por la proteasa IgA de Neisseria gonorrhoeae y Haemophilus influenzae y por la 
elastasa de Pseudomonas aeruginosa (185, 277). La primer proteína caracterizada dentro 
de este tipo de proteínas en Bordeteila fue la pertactina (PRN). Esta proteína en su forma 
madura tiene un peso molecular de 68 kDa en 8. bronchiseptica (249), 69 kDa en 8. 
pertussis (61) y de 70 kDa en 8. parapertussis (211). La estructura determinada por 
cristalografía sugiere la existencia de 16 cadenas beta paralelas con una sección en 
forma de V, siendo en su conjunto la mayor estructura beta conocida hasta el momento 
(97).
La pertactina es transcripta a partir del gen prn que codifica para un polipéptido de 93.5 
Kda (61). Este precursor denominado p93, es procesado eliminando un péptido señal de 
34 aminoácidos del extremo N-terminal (224) y un polipéptido de 30 KDa (p30) del extremo 
C-terminal. Si bien el rol de p30 no ha sido determinado, es detectado en la membrana 
externa de la bacteria y se sugiere que estaría involucrado en el mecanismo de secreción 
de pertactina (59). La secuencia del gen prn en las difertentes especies presenta una gran 
homología entre sí siendo la porción correspondiente a p3G la más conservada, indicando 
una función relevante de esta porción (210).
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Otras proteínas con propiedades de autoexportación presentes en Bordetella incluyen 
al factor de colonización traqueal (TcfA) (109), al factor de resistencia al suero (BrkA) (103) 
y Vag8 (108). Todas ellas, junto a PRN presentan homologías en su extremo C-terminal y 
poseen, al igual que FHA, repeticiones de la secuencia Arginina-Glicina-Aspártico (RGD).
La habilidad de PRN para funcionar como adhesina ha sido evaluada in vitro como in 
vivo (23, 98, 207, 294). Así, la proteína expresada en cepas de Salmonella pueden 
incrementar la adhesión de la bacteria (98) o la adición de la proteína purificada a cultivos 
de células puede inducir el pegado de las mismas a las placas de cultivo. Sin embargo 
existen datos contrapuestos a estos resultados que muestran que mutantes defectivos en 
la expresión de PRN (8. pertussis PRN- ) no presentan alteraciones en la cinética de 
colonización en los ensayos de infección in vivo (294). Esto puede deberse en parte a que 
como hemos mencionado anteriormente la pertactina no es la única adhesina por lo que 
su deficiencia se ve sobrepuesta por otras adhesinas como lo son la FHA o las fimbrias.
El estudio de esta proteína no se ha centrado sólo sobre su capacidad de actuar como 
adhesina sino también sobre su poderosa acción inductora de la respuesta inmune (61, 
249, 261). Esta particularidad ha permitido que PRN haya sido utilizada como antígeno 
vacunal (314). El hecho de que esta proteína presente regiones polimórficas ha dirigido la 
atención de numerosas investigaciones hacia la relevancia de los mismos en la protección 
(45, 57, 114, 190, 251). Estos trabajos han revelado una divergencia entre las bacterias 
circulantes en la población y las cepas vacunales hoy en uso (251,254). Estas divergencias 
parecerían ser una de las causas del aumento de incidencia de Bordetella que viene 
registrándose desde hace varios años en diferentes países, incluyendo a la Argentina tal 
como lo ha descripto nuestro grupo (107).
Otras proteínas autotransportadoras: BrkA, TcfA y Vag8. Las proteínas 
autotransportadoras constituyen una familia compuesta por proteínas que son exportadas 
al exterior de la célula por un mismo mecanismo pero cuyas funciones pueden ser tan 
diversas como adhesinas, proteasas, proteínas con actividad protectora frente a la 
respuesta del hospedador, etc (151, 219). Como ejemplos de esta familia podemos citar a 
la proteasa de inmunoglobulina A de Neisseria gonorreae (193) y Haemophilus infíuenzae 
(277), la citotoxina vacuolante, VacA, de Helicobacter pylori (83), IcsA de Shigella flexneri, 
involucrada en la reorganización de la polimerización de actina de la célula eucariota (328), 
EspP, serin proteasa extracelular de E. coli, el factor de colonización traqueal (111), 
pertactina (59) y la proteína de resistencia la suero, BrkA (103), de 8. pertussis.
Todas estas proteínas poseen las siguientes características comunes: ;) son 
sintetizadas como un polipéptido más grande que sufre un proceso proteolítico liberando 
un extremo C-terminal de 30 KDa , a) el dominio C-terminal de la proteína en la 
membrana externa de la bacteria forma barriles de hoja 0-plegada y m) para la 
exportación de la proteína autotransportadora no se requiere de proteínas accesorias y de 
allí el nombre de esta familia de proteínas.
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El modelo de secreción propuesto sugiere que la secuencia consenso presente en el 
extremo N-terminal permite la translocación a través de la membrana citoplasmática. Una 
vez en el periplasma, la proteína es clivada y el extremo C-terminal se inserta en la 
membrana externa donde forma un poro por donde el extremo N-terminal es exportado en 
forma de rulo. La proteólisis de este extremo N-terminal se produce una vez que haya 
pasado a través del poro de manera autoproteolítica o gracias a la presencia de otra 
proteasa.
En Bordetelia la proteína BrkA cumple la función de impedir la acción bactericida del 
suero nativo del hospedador (103, 104). La relevancia que esta protección posee durante 
un proceso infeccioso in vivo es aún discutida ya que se ha observado in vitro que B. 
pertussis no es capaz de resistir la acción bactericida del suero aún en presencia de esta 
proteína autotransportada (145).
Las tres principales especies de Bordetelia expresan la proteína Vag8 de 95 kDa. Al 
igual que todas las proteínas autotransportadoras descriptas hasta el momento en 
Bordetelia presenta el motivo RGD involucrado en procesos de adhesión (108). La 
evaluación de mutantes defectivos en Vag8 en el proceso de infección en modelos 
murinos han arrojado resultados contradictorios según la construcción genética empleada. 
Mientras que una inserción con un transposón en el gen vag8 genera un mutante con 
dificultades de colonización, la deleción de una porción interna del gen no induce 
diferencias significativas respecto a la cepa parental (108). Este aspecto aún no se ha 
esclarecido.
El factor de colonización traqueal (Tcf) es expresado únicamente por B. pertussis. La 
ausencia de esta proteína previamente denominada vag34 (110) produce una disminución 
en la colonización y persistencia de la bacteria en la tráquea del animal sin presentar 
diferencias con la cepa parental en el pulmón (111).
Hasta el momento se dispone de escasa bibliografía acerca de los roles que presentan 
cada una de las proteínas autotransportadas BrkA, Tcf y Vag8. Por lo tanto es necesaria 
una profundización de la investigación de estos factores a fin de determinar la relevancia 
que presenta la presencia de estas proteínas en el proceso de patogénesis de Bordetelia.
Fimbrias (Fim). Al igual que la mayoría de las bacterias Gram negativas, Bordetelia 
expresa proteínas en la superficie celular llamadas fimbrias (Fim). Las dos principales 
subunidades que forman los dos serotipos dominantes dentro del género, Fim2 y Fim3 
están codificadas en locus no relacionados entre si: fim2 y fím3 (213, 235). Existe otro 
locus, fimX, que es expresado sólo en bajos niveles y recientemente, fue identificado un 
nuevo locus fimN en B. bronchiseptica (178, 291). Estos genes se encuentran dispersos en 
el cromosoma de la bacteria y presentan entre un 57 y 60% de homología entre sí en su 
secuencia de aminoácidos (40, 86). La regulación de la expresión de los genes fim está 
mediada por una región rica en citosina presente entre las posiciones -10 y -35 
produciendo Corrimientos de los marcos de lectura (178, 358). A partir de este corrimiento 
se producen alteraciones en la expresión que llevan a variaciones de fase entre
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cuaiquiera de ios subtipos. Sin embargo, todas comparten una subunidad en común, 
FimD, la cuai estaría involucrada en el proceso de adhesión de la bacteria a células 
epiteliales y monocitos (147). Si bien los genes fim no se encuentran relacionados entre sí, 
las proteínas son ensambladas y secretadas a través de un mismo sistema codificado por 
el iocus fimBCD (359). Este operón se encuentra intercalado dentro del responsable de la 
expresión de otra adhesina, FHA (Fig. 1.2) (359). Más aún tanto fimBCD como fhaC se 
encuentran sometidos a la acción del promotor de fimB y son transcriptos en forma 
acoplada (218). Los productos de fimBCD presentan similitudes con los productos de los 
genes pap de E. co!i, involucrados en la producción del pili de esta bacteria (167). A partir 
de esta similitud se han predicho ios roles para cada uno de ios productos de los genes 
fimBCD. FimB es semejante a PapD, chaperona responsable de evitar ia degradación de 
la fimbrias en el espacio peripiásmico. Al igual que PapC, FimC sería la responsable de 
permitir el transporte de las subunidades de la fimbria a través de ia membrana y 
participaría del posterior anclaje a la misma (359). Finalmente, en Bordeteiia, FimD ha sido 
propuesta como el capuchón adhesivo de ia estructura (122).
Fig. i.2. Organización génica de los genes fimABCD y los genes responsables de la síntesis de 
la adhesina FHA de Bordeteiia . Las flechas indican ia posición de los principales promotores 
presentes en la región.
Se ha observado que las mutaciones realizadas sobre cualesquiera de los genes 
fimBCD generan una bacteria con ausencia completa de fimbrias. Estos mutantes han 
sido utilizados para el estudio del rol de las fimbrias en la infección (232) y como ocurre en 
la mayoría de ios procesos de patogénesis bacteriana las fimbrias median la adhesión al 
epitelio del hospedador. Además estos mutantes defectivos en la expresión de fimbrias, 8. 
pertussis Fim-  y B. bronchiseptica Fim- , presentan deficiencias en su habilidad para 
multiplicarse y persistir en ia nasofaringe y tráquea del hospedador tanto en modelos 
murinos como en ratas (122, 232, 252). Más aún, ei perfil de anticuerpos generados como 
respuesta de la infección causada en ausencia de fimbrias es cualitativamente diferente y 
cuantitativamente superior a la presente durante la infección en presencia de esta 
adhesina (232). Estos resultados sugieren que las interacciones mediadas por fimbrias 
tanto con céiuias epiteliales como con monocitos o macrófagos podrían poseer roles 
importantes no solo en los procesos de adhesión sino también en la inmunomodulación 
de ia respuesta del hospedador.
Toxinas,
Una vez establecidas ias interacciones adhesinas-receptor específicas, las bacterias 
patogénicas inducen lesiones y tratan de evadir en todo momento la respuesta
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desarrollada por el hospedador. Para ello Bordetella, al igual que otros patógenos Gram 
negativos, sintetiza una serie de toxinas. Éstas son liberadas en el espacio extracelular 
que se ubica entre la bacteria adherida y la superficie eucariota, por lo que la efectividad 
en cuanto al número de moléculas de toxinas liberadas que llegan al blanco es alta.
A continuación se describirán las principales toxinas sintetizadas por las diferentes 
especies del grupo B. bronchiseptica.
Adenilato ciclasa-Hem olisina (AC-Hly). Esta enzima de 1706 aminoácidos (123) con 
un peso molecular que oscila entre 175 y 220 kDa (120) fue identificada hace 
aproximadamente 20 años. Se caracteriza por ser sintetizada y secretada sólo en el 
estado virulento de la bacteria (ver más abajo) y por ello es considerada un marcador de 
la existencia de dicho estado. Esta proteína es capaz de entrar a la célula eucariota en 
donde luego de ser activada por calmodulina, cataliza la síntesis de AMPc, que termina 
alterando la fisiología normal de la célula (248). El gen codificante para la toxina adenilato 
ciclasa - hemolisina (cyaA) forma parte de un operón, junto con los genes cuyos 
productos están involucrados en la secreción de la toxina (cyaBDE) y un gen involucrado 
en la activación de la toxina, cyaC (123,124, 201). Este último gen causa una modificación 
postraduccional de la AC-Hly, más específicamente cataliza la adición de un residuo del 
ácido palmítico en la Lysg83 de la cadena peptídica (22, 141). La AC-Hly es una proteína 
bifuncional perteneciente a la familia RTX (repetición en toxina) que incluye también la a  
hemolisina de Escherichia coli y a otras hemolisinas y leucotoxinas de varios patógenos 
Gram negativos incluyendo a Pasteurella haemoytica y Actinobacillus spp Tanto la 
actividad hemolítica como la de ciclasa son esenciales para el inicio de la infección de 
Bordetella (133,188). Se ha observado que bacterias deficientes en la expresión de AC-Hly 
se presentan como avirulentas (352) en el modelo de infección in vivo. Más aún, las 
inmunizaciones tanto activas como pasivas, con la proteína purificada como con 
anticuerpos anti-AC-Hly acortan significativamente los períodos de colonización de 8. 
pertussis en el tracto respiratorio del ratón (138).
La actividad adenilato ciclasa está localizada en los primeros 400 aminoácidos en el 
extremo amino terminal y es activada por calmodulina (123,200). Si bien la alta afinidad de 
esta proteína por la calmodulina hacía pensar que esta molécula estaba involucrada en la 
translocación de esta toxina dentro de la célula eucariota, evidencias recientes descartan 
esta posibilidad (153). La calmodulina es sin embargo, crucial para que la enzima, una vez 
dentro de la célula, incremente su actividad hasta 100 veces catalizando la formación de 
AMPC en valores por arriba de los fisiológicos (127, 248). El sitio catalítico adenil ciclasa 
consiste en dos subdominios, T25 y T18 que pueden ser obtenidos in vitro con una 
proteolísis controlada (199). Ambos fragmentos pueden asociarse con calmodulina en un 
complejo ternario activo. T25 (residuos 1-224) lleva el sitio catalítico, mientras que T18 
(residuos 225-399) poseen el sitio de unión a calmodulina (248).
El dominio hemolisina (residuos 400-1706) posee actividad hemolítica como resultado 
de su habilidad para formar canales selectivos en las membranas. Más importante aún, es 
el hecho de que este dominio media el pegado y posterior internalización de la toxina
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dentro de la célula eucariota (296). Se pueden identificar diferentes subregiones dentro de 
este dominio: 1) una región formadora del poro con cuatro aminoácidos hidrofóbicos; 2) 
una región en donde es adicionado un residuo de ácido graso; 3) 38-42 copias del glicina- 
aspártico, nonapéptido característico de las toxinas RTX, siendo éste el dominio de 
pegado a Ca+2 de la proteína y 4) el péptido señal de secreción sin procesar (248).
La invasión de la célula huésped por parte de adenilato ciclasa-hemolisina no ocurre a 
través de una vía endocítica mediada por receptores (126) si no que utiliza un sistema 
especializado, dependiente de calcio y temperatura, que aún no es del todo comprendido 
(295). La AC-Hly puede interaccionar con una variedad de células y una vez en el 
citoplasma de las mismas luego de unirse a la calmodulina produce altos niveles de 
AMPC. La AC-Hly presenta la particularidad, respecto a otras toxinas presentes en 
bacterias o en plantas, de presentar un mecanismo propio de ingreso a célula eucariota. 
El dominio catalítico parece ser translocado directamente a través de la membrana 
plasmática hacia el citosol por un proceso conocido como internalización o intoxicación. 
Existen varias evidencias que soportan este tipo de mecanismo. Primero, el inicio de la 
intoxicación es rápida, pudiéndose detectar un aumento en los niveles de AMPC segundos 
después de agregar AC-Hly. En cambio el ingreso de proteínas a las células a través de 
endocitosis requieren tiempos de exposición más prolongados. Segundo, la entrada es 
independiente de la acidificación de las vesículas endocíticas. Finalmente, AC-Hly puede 
invadir células con poco tráfico en las membranas como los eritrocitos humanos (248,295). 
El mecanismo molecular que lleva a la internalización de la proteína consistiría en un 
proceso de dos pasos (Fig. I.3). En el primero, la AC-Hly se une a la superficie celular, 
posiblemente a través de los gangliósidos presentes en la superficie de la célula 
eucariota. Esto requiere la integridad de la región C-terminal y de la palmitoilización de 
AC-Hly. La unión de la toxina a eritrocitos producirán eventualmente lisis, debida a la 
capacidad de la proteína a formar poros. La inserción del monómero de AC-Hly permite la 
salida de K+ a través de un proceso que es necesario para la posterior oligomerización de 
la toxina responsable de la actividad hemolítica presente en eritrocitos de camero. El 
segundo paso involucra la aglutinación de los monómeros y la posterior translocación del 
dominio catalítico de la AC-Hly a través de la membrana plasmática de la célula. Este 
proceso es dependiente de la temperatura (sólo ocurre a temperaturas por encima de 
15°C), del potencial de membrana de la célula blanco y de la presencia en cantidades 
milimolares de iones calcio (248, 269, 295). La región rica en glicina y aspartato podrían 
estar directamente involucrados en este proceso de translocación dependiente de calcio, 
ya que ésta región posee una alta afinidad por estos iones y presenta cambios 
conformacionales al producirse la unión del ión (296). Se ha demostrado recientemente 
que la carga electrostática de los residuos 224-242 de AC-Hly es crítica para su 
translocación dentro de la célula (180). Estos resultados junto a los obtenidos por otros 
autores sugieren que el campo eléctrico a través de la membrana es la fuerza impulsora 
utilizada para entrar a las células blanco (269).
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En cuanto a la capacidad protectora de esta proteína se ha observado en modelos 
animales que la inmunización con AC-Hiy protege en modelos animales contra la 
colonización (136, 138, 262). AC-Hly parece estar involucrada en la modulación de la 
respuesta inmune una vez establecida la primera etapa de colonización. Harvill y 
colaboradores (1999) (195) han mostrado mediante ensayos in vivo de diferentes cepas de 
ratones con deficiencias en distintos componentes del sistema inmune, que la AC-Hly de 
B. bronchiseptica estaría involucrada en la evasión de la respuesta inmune del tipo innata, 
sobretodo aquella relacionada con los neutrófilos. Esta particularidad explicaría el 
reclutamiento de neutrófilos en el pulmón de animales infectados (186, 145). En estos 
mismos estudios se ha descripto además una actividad proapoptótica de esta toxina 
principalmente en células fagocíticas Su rol en el desarrollo del proceso apoptótico de las 
células eucariotas ha sido demostrado tanto in vivo como in vitro en numerosas líneas 
celulares (134, 187, 189). Este ha sido propuesto como uno de los mecanismos 
desarrollados por Bordetella para escapar de la acción antibacteriana de los macrófagos 
(132). Sin embargo queda aún por esclarecer la importancia que presenta la inducción de 
la muerte celular programada de las células del huésped durante el desarrollo de la 
infección.
Toxina dermonecrótica (TDN). A  pesar de que esta toxina ha sido descrip ta hace 
m uchos años (39), ia m isma no ha sido estudiada con igual in tensidad que el resto de los
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factores de virulencia de Bordetella quizás como consecuencia de las dificultades que 
existen para su purificación (bajo niveles de síntesis y localización citoplasmática). Su 
nombre deriva de las lesiones necróticas que se producen al inocular la toxina de manera 
subcutánea en un ratón (214). La toxina es producida por las diferentes especies del grupo 
B. bronchiseptica y no es secretada al medio extracelular, siendo su ubicación 
citoplasmática (84).
El gen que codifica para la TDN de B. pertussis fue clonado y secuenciado (4,4 Kpb) 
(349). La toxina puede ser ubicada a través de la homología de su secuencia y su actividad 
dentro de la familia integrada por la toxina necrosante de E. coli, la toxina C3 botuiínica y 
la toxina de Pasteurella multocida (100, 162, 267, 299). Todas estas toxinas inducen un 
aumento de la replicación del ADN celular, de la síntesis proteica y del ensamblaje de las 
fibras de actina, dando como resultado un aumento en la división celular junto a la 
presencia de células multinucleares (158,159). Mientras que la porción N-terminal de esta 
toxina se encuentra involucrada en la unión a un receptor aún desconocido en la célula 
eucariota (231), la porción C-terminal de TDN desamida un residuo de glutamina de 
GTPasas como la proteína Rho y cataliza la transglutaminación de ésta y otras GTPasas 
(310), utilizando en este último caso a lisina y poliaminas como sustrato (310, 311). Las 
GTPasas Rho, Rae y Cdc42 son reguladores de la reorganización del citoesqueleto de 
actina (230). La TDN modifica entonces los procesos de migración, morfogénesis y 
fagocitosis de la célula eucariota (143) a través de mantener las GTPasas en su forma 
activa permanentemente impidiendo que se hidrolice el GTP (230).
A pesar de ser considerada un factor de virulencia, mutantes defectivos en la expresión 
de esta toxina no presentan diferencias con la cepa parental en ensayos de infección en 
modelos murinos. Recientemente se observó que sólo las cepas de 8. bronchiseptica 
productoras de TDN eran capaces de producir neumonía y atrofia nasal en cerdos (50).
Toxina citotraqueal (TCT). Se trata de un disacárido unido a un tetrapéptido derivado 
de la pared de peptdoglicano. Tanto estructural como funcionalmente pertenece a la 
familia de muramilpéptidos (Fig. I.4). Las bacterias Gram negativas producen una capa de 
peptidoglicano, sin embargo sólo la liberación de fragmentos de esta estructura durante la 
fase exponencial de crecimiento ha sido descripta en Bordetella y Neisseria gonorrhoeae 
(69,317). La destrucción de las células ciliadas por parte de esta toxina produce un tos 
persistente, necesaria para eliminar el mucus, lo cual es normalmente función de las 
cilias. Se ha demostrado empleando células derivadas de tráquea de hámster, que 
mientras la porción glucídica de TCT es irrelevante para la actividad tóxica (220), si lo es la 
presencia de una porción peptídica que contiene ácido diaminopimélico (221). El 
mecanismo de toxicidad es indirecto y ocurre a través de la inducción de un aumento en 
la producción de IL-1 (150) que activa a la óxido nítrico sintasa, produciéndo grandes 
cantidades de radicales NO (149). Estos radicales destruyen enzimas dependientes de 
iones y eventualmente inhibe la función mitocondrial y la replicación del ADN de las 
células que se encuentran en contacto con la bacteria (150).
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Fig. 1.4 . Estructura de la toxina citoti aqueal. Se indica con cuadros las estructuras mínimas requeridas 
p ara que la to xina p re se nta activ ida d cit otóxica d e la toxina. Adaptado de Luker ef a /(1995) (221).
Las especies del grupo Bordetella y N. gonorrheae producen a diferencia de otras 
bacterias cantidades importantes de fragmentos del peptidoglicano. Esta sobreproducción 
de TCT por parte de Bordetella sería suficiente para causar un aumento desmesurado de 
NO que llevaría a la destrucción de la misma célula eucariota (112). En el caso de 
Bordetella el beneficio es evidente, la inducción de tos a través de este mecanismo 
provee de una vía eficiente de propagación entre hospedadores. El tracto respiratorio 
inferior es un ambiente normalmente estéril, por lo que la presencia de fragmentos de 
peptidoglicano indicaría que se está produciendo una infección bacteriana. Este sistema 
de alarma sería apropiado para detectar la presencia de bacterias ya que en su mayoría 
presentan estructuras peptidoglicanas.
Toxina pertussis (PTX). Dentro del género Bordetella, B. pertussis es la única que 
produce esta toxina. El operón se encuentra en B. bronchiseptica y B. parapertussis, sin 
embargo, una cantidad importante de mutaciones en la región promotora en estos genes 
genera su silenciamiento en estas especies (12). Dentro de las toxinas de naturaleza 
proteica, PTX es la más compleja ya que está formada por 6 subunidades totales pero por 
cinco subunidades diferentes S1 a S5. El peso molecular total es de 106 kDa (330). Cada 
una de las subunidades que conforman la proteína es transportada a la membrana interna 
por un mecanismo sec dependiente. Una vez clivado el péptido señal la toxina es 
ensamblada en el espacio periplásmico y transportada a través de la membran externa 
por un sistema de secreción tipo IV (52, 102). Este sistema involucra nueve proteínas 
accesorias (RIA-I) (101, 353) homologas a proteínas involucradas en exportación de 
proteínas y/o ADN, siendo el sistema VirB de Agrobacterium tumefaciens el más descripto 
hasta el momento. A su vez se ha reportado recientemente que la secreción de PTX al
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medio extracelular es dependiente de la presencia de glutatión reducido durante el 
crecimiento in vitro (322).
Esta toxina pertenece a la familia de las toxinas A-B que incluye a toxinas ADP- 
ribosilantes entre las que se pueden citar a la toxina diftérica, la toxina colérica, la 
exotoxina A de Pseudomonas y la enterotoxina de E. coli (209, 215, 256). La porción B, 
compuesta por las subunidades S2, S3, S4 y S5 en una proporción 
respectivamente, es la responsable de la unión de la toxina a las células blanco. El 
mecanismo de unión a las células linfocitarias sería compartido en algunos aspectos con 
el utilizado por el virus VIH-1, ya que esta porción es capaz de inhibir la la entrada y 
replicación del virus en estas células (3). La parte A está compuesta sólo por la subunidad 
S1 y es responsable de la ADP-ribosilación de proteínas G inhibitoria (217, 330).
Luego del proceso de adhesión, la porción A de la toxina es traslocada al citosol de la 
célula blanco. Una vez allí, la subunidad S1 expresa su actividad ribosilante utilizando 
NAD+ como donador de ribosil-ADP y a proteínas G como aceptores (217). Estas proteínas 
ribosiladas pierden su actividad. Estas proteínas son G¡, Gt (transductina) y G0. En su 
forma activa G¡ inhibe a la adenilato ciclasa y activa canales de potasio, Gt activa la GMPC 
fosfodiesterasa y G0 activa canales de potasio, inactiva canles de calcio y activa 
fosfolipasa C-{3. Los efectos bioquímicos que se suceden como resultado de la ADP 
ribosilación de las distintas proteínas G incluyen hipersecreción de insulina, liberación de 
ácidos grasos, inhibición de la quimiotaxis, respuesta oxidativa y liberación del contenido 
lisosomal en neutrófilos y macrófagos (36,46,47, 235, 319). También es capaz de estimular 
la síntesis y secreción de TNFa, IL-1 y IL-6 (333). Esta toxina ha sido descripta también 
como adhesina frente a macrófagos humanos y a células epiteliales de tracto respiratorio 
(335). El proceso de adhesión se produciría a través de dominios que reconocerían 
carbohidratos presentes en las subunidades S2 y S3 (346). Esta función sería redundante 
con la que cumplen otra adhesinas como FHA por lo que se ha sugerido que su posible 
actividad adhesiva e redundante. Sin embargo, en ensayos in vivo han demostrado que 
para que se produzca la redundancia entre ambos factores, PTX y FHA, es necesaria la 
actividad enzimática de PTX y no la actividad adhesiva observada in vitro (7). Esto 
indicaría que existe más bien una complementación entre la actividad adhesiva de FHA y 
la actividad enzimática de PTX.
La infección causada por B. pertussis ha sido considerada muchas veces como una 
infección mediada por PTX. Es decir que esta toxina sería la principal responsable de la 
mayoría de la sintomatología de esta enfermedad (275).
Lipopolisacárido (LPS). El lipopolisacárido (LPS) ha sido considerado como la 
endotoxina por excelencia de las bacterias Gram negativas. Sus efectos han sido 
estudiados con cierto detalle a fin de poder prevenir farmacológicamente los diversos 
efectos que produce su presencia en el hospedador (340).
El LPS constituye el componente estructural mayoritario de las membranas externas de 
las bacterias Gram negativas. La fracción de LPS representa entre un 10-15% del total de 
moléculas presentes en la membrana externa y se estima que ocupa un 75% de la
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superficie de la bacteria. Se trata de moléculas anfifílicas con una composición que varía 
entre e intra especies. Está compuesto por el lípido A por el que se inserta en la 
membrana plasmática externa de la bacteria, un extremo distal constituido por un 
polisacárido lineal denominado antígeno O y uniendo ambas partes se encuentra un 
hetero-oligosacárido no repetitivo conocido como core o núcleo.
El lípido A es el componente lipídico que representa la parte hidrofóbica del LPS. Esta 
parte del LPS posee una estructura altamente conservada y es la responsable de la 
mayoría de las patologías severas asociadas a infecciones producidas por bacterias Gram 
negativas. En Escherichia coli el lípido A está formado por un disacárido de D- 
glucosamina con seis residuos de ácidos grasos y dos grupos fosfato (283). El número de 
sustituciones de ácidos grasos parecer estar en relación directa con con la capacidad de 
inducir la respuesta inflamatoria. Las moléculas de LPS con cinco cadenas acilo no 
inducen inflamación, pudiendo actuar incluso como antagonistas (19).
El core o núcleo del LPS es una cadena corta de azúcares que puede ser dividido en 
núcleo interno y externo (266). La parte interna está compuesto por un azúcar muy poco 
común, el ácido 2-ceto-3-deoxioctulosónico (KDO), un número variable de L-glicero-D- 
mano-heptosas y en general ambos azúcares pueden estar sustituidos con grupos 
fosfatos, pirofosfato, sulfato y/o etanolamina (293). Las moléculas de Kdo son exclusivas 
de la estructura del LPS por lo que su cuantificación se utiliza para determinar las 
cantidades de LPS (181). Este azúcar se encuentra unido directamente al lípido A y junto a 
3-6 monosacáridos más conforman el núcleo interno del LPS. Las características 
principales de esta parte del núcleo dentro de las Enterobacterias se encuentran 
conservadas, quizás reflejando un posible rol de esta porción en el mantenimiento de la 
estabilidad de la membrana externa (148). El núcleo externo es la región en donde se une 
el antígeno O y es una región compuesta por hexosas. Esta parte, al contrario de la parte 
interna, presenta una mayor variabilidad dando como resultado en E. coli cinco serotipos 
denominados: R1, R2, R3, R4 y K-12 (292).
El antígeno O se encuentra unido al núcleo y se extiende hacia el exterior. Su 
composición consiste en unidades repetitivas de oligosacáridos de uno a cinco 
monosacáridos. El largo de las cadenas puede ser muy variable, llegando a encontrarse 
40 repeticiones del monómero. Esta porción es mucho más larga que el core y representa 
la parte hidrofílica del LPS. Se conocen hasta 20 azúcares diferentes en la composición 
del antígeno O. En su mayoría se trata de dideoxihexosas como abecuosa, colitosa, 
paratosa y tivelosa las cuales es difícil encontrar en otra estructura bacteriana. Las 
variantes estructurales del antígeno O contribuyen a la presencia de diferentes serotipos 
entre diferentes especies e incluso dentro de la misma especie llegándose a describirse 
alrededor de 170 variantes diferentes de antígeno O sólo en Escherichia coli.
La síntesis del LPS ha sido descripta casi en su totalidad en algunas Enterobacterias y 
en otras bacterias Gram negativas (312). En general se trata de una síntesis de diferentes 
partes del LPS en etapas que luego son unidas de manera sucesiva. Así, es sintetizada 
por un lado toda la porción del lípido A y de manera separada el core. Este último es 
sintetizado sobre una proteína de membrana interna para luego ser transferido al lípido A
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previamente sintetizado. Durante la síntesis del antígeno O los monómeros no son 
agregados directamente sobre una estructura creciente de LPS, sino sobre un lípido 
carrier. Una vez completo el antígeno O es transferido y unido de manera covalente a una 
molécula ya formada de lípido A-core, presente en la cara periplasmática de la membrana 
interna. Una vez ocurrida la unión de todas las partes, la molécula completa de LPS es 
transportada a la superficie de la bacteria.
En el género Bordetella el estudio del LPS ha avanzado sólo en los últimos años, 
debido a que el principal esfuerzo de investigación sobre este género fue volcado hacia 
los factores de naturaleza proteica. Las características tanto estructurales como 
regulatorias de los factores de virulencia de naturaleza proteica como AC-Hly, PRN o 
FHA, no presentan grandes diferencias entre cada especie. Esto ha permitido extrapolar 
resultados obtenidos sobre alguna de las especies, en general 8. pertussis, sobre el resto 
del género. Este ejercicio no ha sido posible de realizar en la síntesis y regulación del 
lipopolisacárido ya que existen diferencias estructurales según la especie analizada. En 8. 
pertussis el LPS se encuentra compuesto por tres partes principales: la porción 
denominada lípido A, un trisacárido en la parte distal y el core uniendo las porciones 
anteriores (Fig. 1.5). A diferencia de la mayoría de las bacterias Gram negativas 8. 
pertussis no presenta antígeno O, debido a que, como se describe más adelante, carece 
de los genes necesarios para su síntesis. 8. bronchiseptica, por otro lado, presenta una 
estructura de LPS completa que contiene antígeno O (Fig. 1.5).
Otras diferencias se encuentran en cuanto al número de grupos acilo que sustituyen la 
parte glucocídica del lípido A. 8. bronchiseptica es la única del género que posee seis 
sustituyentes al igual que otras bacterias Gram negativas como E. coli. El resto de las 
especies presenta sólo cinco (329). A su vez las longitudes de los mismos varían entre 
cada una de las especies. En cuanto a la estructura del core, ésta sólo ha sido descripta 
en su totalidad para una cepa de 8. pertussis (55) y de manera parcial para 6. 
bronchiseptica (54). La particularidad que presenta este core es la presencia de una única 
molécula de KDO, a diferencia de otros géneros en donde puede haber hasta tres 
moléculas en el core de su LPS (27, 287, 312). La enzima responsable del agregado de 
KDO al lípido A presenta un alto grado de homología en toda su secuencia con las 
enzimas presentes en bacterias de otros géneros que poseen más de una molécula de 
KDO en su LPS. El entorno en que esta enzima se desenvuelve parece regular el número 
de KDO ya que la enzima de 8. pertussis cuando se encuentra en E. coli es capaz de 
agregar hasta tres moléculas (171).
Cuando se somenten los LPS a corridas electroforéticas se puede observar la 
estructura compuesta por el lípido A y el core interno como una banda definida en geles 
de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) de las preparaciones de LPS denominada banda 
B. La otra banda presente (banda A), está compuesta por la estructura de la banda B 
sustituida por un trisacárido compuesto por N-acetil-N-metil-fucosamina (FucNAcMe), 
ácido 2,3-dideoxi-di-N-acetilmanosaminurónico (2,3-diNAcManA) y N-acetilglucosamina 
(GINAc) (56, 204). De esta manera queda completa la estructura del LPS presente en 8. 
pertussis, en ocasiones denominado lipooligosacárido (LOS) dada su falta de antígeno O.
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B. bronchiseptica. Se trata de un homopolímero de ácido 2,3-dideoxi-di-N-acetil- 
galactosaminorúnico (92).
En otras bacterias Gram negativas, los genes involucrados en la biosíntesis del LPS se 
encuentran generalmente agrupados según la porción que sintetizan pudiendo actuar con 
promotores comunes o no (312). En Bordetella esto se observa sólo en aquellos genes 
involucrados en la síntesis de las porciones glucosídicas más externas tales como el 
trisacárido y el antígeno O. Junto a estos genes, con un sentido de transcripción inversa al 
resto, se encuentran dos genes involucrados en la síntesis del core interno (waaA y 
waaC) separados entre si por tres pares de bases (Fig. I.6). Por otro lado alguno de los 
genes intervinientes en la síntesis del lípido A (IpxA y pagP) o del core interno (waaF) no 
se encontrarían formando un grupo de genes con funciones comunes. El resto de los 
genes necesarios para completar la síntesis del LPS aún no han sido descriptos. Sin 
embargo la reciente publicación del genoma de B. bronchiseptica muestra la existencia de 
marcos de lectura que presentan homología con genes conocidos en otras bacterias (271). 
Futuros estudios tendientes a determinar fehacientemente si estos genes se encuentran 
involucrados en la síntesis del LPS deberán ser realizados. A continuación en la Tabla I.4 
se indican los genes descriptos hasta el momento.
Tabla 1.4. Genes involucrados en la síntesis del LPS de B. bronchispetica.
Nombre del gen Función propuesta para el producto del gen Referencia
Lípido A
LpxA UDP-N-acetilgiucosamina aciltransferasa. 329
PagP Palmitoil transferasa. 280
Core
WaaA Kdo transferasa. 4
WaaC Heptosiltransferasa 1. 4
WaaF Heptosiltransferasa II. 4,5
Trisacárido
wlbD Epimerasa UDP-N-acetilglucosamina a UDP-N- acetilmanosamina. 4,5,281
wlbL NDP-glicosil-4-6-dehidratasa (síntesis de FucNAcMe) 4,5,281
wlbH Glicosiltransferasa (GINAc al final del trisacárido) 4,5,281
wlbA-E Síntesis y transferencia al trisacárido de 2,3-diNAcManA 4,5,281
wlbG Transferasa que inicia la síntesis sobre un lípido carrier 4,5,281
wlbF Transferencia de grupos aminos (síntesis de 2,3diNAcGalA del Antígeno 0) 4,5,281
Antígeno O
wbmA Glicosiltransferasa 4
wbmB Desconocida 4
wbmC Amidotransferasa 4
wbmD Proteína transmembrana sin función asignada 4
wbmE Proteína secretada sin función asignada 4
wbmF Epimerasa/deshidratasa 4
wbmG Epimerasa/deshidratasa 4
wbmH Epimerasa/deshidratasa 4
wbml Amidotransferasa 4
wbmJ Glicosiltransferasa 4
wbmK Desconocida 4
wbmL Exportador de Antígeno 0 (proteína de membrana) 4
wbmM Exportador de Antígeno 0  (proteína de membrana) 4
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wbmN Exportador de Antígeno O (unión a ATP) 4
wbmO Desconocida 4
wbmP Desconocida 4
wbmQ Formiltransferasa 4
wbmR Formiltransferasa 4
wbmS Desconocida 4
wbmT Desconocida 4
wbmil Formiltransferasa 4
Otros
Pgm Fosfoglucomutasa 355
Para 8. bronchiseptica el locus wbm contiene 21 ORFs, de los cuales algunos 
presentan homología con genes involucrados en la síntesis del antígeno O de otras 
bacterias. A la luz de la estructura conocida actualmente del LPS de B. bronchiseptica es 
evidente que son necesarios algunos genes más (279). Por otro lado se han descripto 
siete ORFs cuya función es aún desconocida. Tres de ellos presentan homología con 
formiltransferasas, mientras que los cuatro restántes no presentan homología con ninguna 
de las proteínas presentes en las bases de datos. Esta región, al igual que el resto del 
locus wbm, no se encuentran presentes en B. pertussis. En su lugar se encuentra una 
secuencia de inserción (IS) (246,279) lo que explica la ausencia de esta estructura en esta 
especie. La consecuencia evolutiva de este evento de rearreglo genómico para la 
patogénesis y rango de hospedador de 8. pertussis es aún desconocido.
El rol del LPS en la patogénesis de Bordetella y en la protección de la enfermedad 
comenzó a hacerse evidente sólo a partir de fines de la década del 90 la disponibilidad de 
información acerca de los genes que participan de la síntesis de las estructuras distales 
del LPS (4) lo que permitió la construcción de mutantes con estructuras truncas de LPS. 
Dado que los genes conocidos eran relacionados con las estructuras distales del LPS, 
son éstas las zonas más estudiadas. Este enfoque ha sido en detrimento de otras 
regiones como la lipídica o el core salvo algunas pocas excepciones (5 ,171, 280, 355). West 
y colaboradores (2000) fueron los primeros en utilizar en ensayos in vivo un mutante de 8. 
bronchiseptica con una estructura de LPS alterada (355). La mutación se realizó sobre el 
gen que codifica para la fosfoglucomutasa, pgp que impide la síntesis de la banda A y del 
antígeno O de esta bacteria. Se pudo observar que la ausencia de estas estructuras en el 
modelo de infección en ratones impide la colonización efectiva de los pulmones, siendo 
eliminada la bacteria nueve días después del momento de la inoculación. El gen pgp sin 
embargo podría estar involucrado en otros procesos independientes de la síntesis del LPS 
por lo que la aáighación de un rol para esta molécula no fue claro. Harvill y colaboradores 
realizaron construcciones a partir de la interrupción de genes del locus wlb (146). El 
mutante cuyo locus wlb se encontraba delecionado presentaba un LPS compuesto sólo 
por la banda B. Si bien este mutante pudo colonizar y persistir por al menos 50 días en la 
cavidad nasal del hospedador, éste fue erradicado de la tráquea y de los pulmones del 
animal a los 15 días postinoculación. Este mutante presentó un aumento en la 
sensibilidad a la acción bactericida del suero nativo. Sin embargo, la infección de la cepa 
parenéal animal deficiente en la síntesis del factor C5 del complemento no presentó 
diferencias respecto a la que se produce en
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un animal con su sistema de complemento normal. El aumento de sensibilidad presente 
en el mutante no sería la razón, entonces, de su eliminación del hospedador.
Para la determinación del rol del antígeno O durante la infección de B. bronchiseptica 
se construyeron mutantes con una deleción en el locus wbm. Si bien los mismos no 
contienen antígeno O la infección transcurre de manera indistinguible al de la cepa 
parental con un LPS completo (53). Por otro lado, la presencia del antígeno O es 
necesaria para la resistencia a la acción bactericida del suero, confirmando los reultados 
obtenidos anteriormente. El mecanismo por el cual esta resistencia ocurre parecería ser a 
través de la prevención de la activación de la cascada del complemento (53). En 
conclusión, la ausencia del trisacárido y/o del antígeno O no perjudican el proceso de 
adhesión y colonización de manera significativa, ya que las bacterias mutantes son 
capaces de colonizar ai animal e incluso en algunos casos multiplicarse dentro del mismo. 
Sin embargo la presencia de estas estructuras son necesarias para que la bacteria pueda 
resistir la acción bactericida presente en las primeras etapas de la infección ya que si 
están ausentes las bacterias no sobreviven más allá del día 15 en los pulmones del 
hospedador.
Las estructuras distales del LPS no sería las únicas necesarias para que la bacteria 
pueda colonizar el tracto respiratorio del hospedador. La interrupción del gen pagP, 
involucrado en la sustitución de un residuo de ácido palmítico al lípido A del LPS es un 
ejemplo de ello (280). La bacteria con este gen interrumpido (ApagP) presenta diferencias 
significativas respecto a la cepa parental en cuanto al grado de colonización observado 
tanto en la tráquea como en los pulmones del animal. Mientras que la cepa salvaje es 
capaz de persistir en ambos órganos más allá de los 40 días transcurridos del momento 
de la inoculación, el mutante ApagP no puede ser aislada luego de los 15 días 
postinoculación (280).
A través de los estudios descriptos es evidente que no es posible asignarle un único rol 
al LPS para el proceso de infección. El papel de esta macromolécula sería diverso y en 
ocasiones podría tratarse de un cofactor necesario para la secreción de otros factores de 
virulencia.
Sistema de secreción tipo III. Se han descripto hasta el momento seis mecanismos 
diferentes a través de los cuales las bacterias son capaces de transferir factores de 
virulencia proteicos hacia el interior de la célula eucariota. Estos incluyen la vía 
independiente de secuencia señal (Tipo I), la via dependiente de la secuencia terminal 
(Tipo II), la vía dependiente de contacto (Tipo III), el sistema de conjugación o sistema de 
secreción Tipo IV, la vía de secreción mediante dos integrantes y la vía de autotransporte 
(32, 52 ,6 6 ,6 7 , 72 ,151 ,173 ,174 , 302, 303, 304). Dentro del grupo Bordetella se han descripto los 
dos últimos sistemas para FHA y PRN respectivamente mientras que la toxina pertussis 
utiliza el sistema Tipo IV, también utilizado por algunas bacterias para transferir moléculas 
de ADN (65). El sistema tipo III ha sido descripto en Bordetella recientemente (366). Este 
sistema se encuentra presente en varias bacterias Gram negativas incluyendo Yersinia, 
Shigella, Salmonella y EPEC (62, 72,166, 361). Este sistema permite a la bacteria transferir
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proteínas directamente al citosol de la célula a través de un sistema similar a una aguja de 
inyección. El proceso se induce por el contacto de la bacteria con la superficie de la célula 
blanco a través de mecanismos aún no del todo caracterizados (196). Las proteínas 
efectoras una vez en el citosol de la célula alteran su fisiología normal (205) dando como 
resultado cambios que le permiten a la bacteria por ejemplo evadir la respuesta inmune. 
Los genes que codifican para el aparato secretor son varios y se encuentran conservados 
en los diferentes géneros, mientras que las proteínas que son secretadas a través del 
aparato presentan una gran diversidad sin presentar secuencias conservadas ni residuos 
similares (73). Se suman a éstas una serie de proteínas accesorias (Syc en Yersinia) que 
estarían involucradas en el proceso de traslocación a través de la luz de la “aguja" (72).
Las proteínas efectoras del sistema III de B. bronchiseptica no han sido caracterizadas 
en su totalidad, sin embargo es posible atribuirle al sistema algunos funciones. Este 
sistema induce citotixicidad en varias líneas celulares (342, 367), desfosforilación de 
proteínas de la célula hospedadora, (367) y activación de MAP quinasas, ERK1 y ERK2 
(366). A su vez durante las infecciones con B. bronchiseptica en células epiteliales de rata 
(L2) es posible observar una agregación citoplasmática aberrante del factor de 
transcripción NF-kB (366). Este factor no es traslocado durante la infección con esta 
bacteria aún ante un estímulo como la presencia de TNF-a. Esta agregación con la 
consecuente inhibición de la entrada de NF-kB al núcleo sería responsabilidad de 
efectores del sistema III de esta bacteria.
En ensayos in vivo se ha observado que el sistema tipo III contribuye a la colonización 
de la tráquea tanto en modelos murinos como en ratas (366, 367). Las células inflamatorias 
que ingresan al pulmón durante la infección desarrollan un proceso apoptótico si la cepa 
utilizada posee el sistema tipo III activo. El número de células apoptóticas decrece 
significativamente si la cepa utilizada es un mutante defectivo en la expresión de BscN 
uno de los componentes del sistema secretor. En este último caso la respuesta humoral 
contra los principales antígenos de B. bronchiseptica es más elevada que durante una 
infección normal (366, 367). Sin embargo se han descripto resultados que en principio 
parecen contradictorios al observado en el modelo animal. Se ha observado in vitro que 
este sistema produce la muerte de diferentes células ya sea derivadas de macrófagos o 
epiteliales, de manera independiente de la presencia de caspasa-1 (326). A su vez no se 
ha observado la activación de caspasas intermedias y la morfología de la célula afectada 
obedece a un patrón de muerte necrótica. A pesar de que el mecanismo por el cual se 
logra la muerte de las células del hospedador debe ser aún determinado de manera 
fehaciente, es claro que el sistema de tipo III se encontraría involucrado en la modulación 
de la respuesta inmune y podría contribuir en el desarrollo de etapas más avanzadas de 
la infección.
Regulación de la expresión de los factores de virulencia.
La síntesis de la mayoría de los factores de virulencia de Bordetella descriptos 
anteriormente, a excepción de la citotoxina traqueal, que es un producto de la síntesis del 
peptidoglicano, se encuentra bajo el control de un locus denominado Bordetella virulent
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gene (bvg, antes designado wrpor estar asociado con la regulación de la expresión de los 
factores de virulencia). Este locus bvg fue identificado por Weiss y colaboradores (354) 
cuando observaron que la inserción del transposón Tn5 dentro del mismo, abolía 
simultáneamente la síntesis de PT, FHA, AC-Hly y TDN (denominados factores bvg 
activados). Posteriormente se demostró que la pertactina también es una proteína bvg- 
regulada (61). Se pudo observar además que las bacterias conteniendo mutaciones en el 
locus bvg que eliminan la expresión coordinada de los genes bvg-activados poseen menor 
capacidad para causar la enfermedad y por ello son designadas bacterias avirulentas. 
Estas mutaciones pueden complementarse mediante la introducción de la región bvg 
salvaje en un plásmido capaz de replicarse en Bordetella, demostrándose de esta manera 
que los genes bvg actúan en trans (195).
Se ha descripto que mutaciones que ocurren espontáneamente a nivel del locus bvg 
pueden llevar a un fenómeno irreversible denominado cambio de fase (208, 198). Este 
término se refiere a la aparición de variantes avirulentas genéticamente estables a través 
de los subcultivos, que no expresan los factores bvg-activados. Hasta el momento se han 
podido caracterizar dos tipos de mutaciones espontáneas que llevan a dichas variantes de 
fase: una es un corrimiento del marco de lectura dentro de una cadena de citosinas y la 
otra corresponde a pequeñas deleciones internas del locus vir, (323). El significado de 
estas mutaciones en relación con la biología y la evolución de B. pertussis y de las otras 
especies de Bordetella aún no se ha esclarecido.
Otro fenómeno mediado por el locus bvg es la modulación fenotípica que consiste en la 
alternada reversible entre dos fases fenotípicas diferentes denominadas Bvg o virulenta 
y Bvg-  o avirulenta (70). Este fenómeno ocurre en respuesta a ciertas señales del entorno 
denominadas agentes moduladores tales como temperatura, presenda de MgS04 o ácido 
nicotínico en el medio de cultivo, que son sensadas por los productos BvgAS que codifica 
bvg (14,15, 78, 321, 338, 339). Estas proteínas BvgAS forman parte de la familia de sistemas 
de transducción de señales de dos componentes y se expresan en ausencia de dichas 
señales. Estas proteínas no sólo regulan positivamente la expresión de los genes que 
codifican para factores de virulencia mencionados (denominados vag por virulence- 
activated genes) sino que además regulan negativamente la síntesis de algunas proteínas 
de membrana externa (genes denominados vrg por virulence_repressed genes) (15), 
citocromos y en forma particular a la flagelina y sideróforo en B. bronchiseptica (75, 99, 
272). Así, la fase Bvg o virulenta presente cuando BvgAS está activo, se caracteriza por la 
expresión de los genes que codifican para la mayoría de los factores asociados a la 
patogénesis del microorganismo, mientras que la fase Bvg-  o avirulenta presente cuando 
BvgAS está inactivo se caracteriza por la ausencia de los productos codificados por los 
genes vag y por la expresión de los genes vrg (Fig. I.7).
Recientemente se ha demostrado que BvgS puede sensar señales redox del medio 
ambiente (35). Esto provee una visión interesante respecto al origen evolutivo de este 
sistema en Bordetella. La regulación por parte de un mismo sistema de genes 
metabólicos (citocromo d y c oxidasas) y genes de virulencia/avirulencia sugieren que el
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Fig. 11.7. Sistema de fosforilación de BvgAS. La proteína sensora (BvgS) presente en la membrana 
citoplasmática de la bacteria y está compuesta por una región linker (L), un dominio transmisor (T), uno 
receptor (R) y el dominio histidína de fosfotransferencia (DHF). BvgA posee un dominio receptor del 
grupo fosfato (R) y un dominio hélice-giro-hélice (HTH). La señal induce la autofosforilación en una 
histidina del dominio T a través de una reacción reversible. El fosfato es transferido a un Aspartato 
presente en el dominio R. Aquí es posible que el fosfato sea transferido al dominio DHF o se hidrolice para 
dar fosfato inorgánico. Desde esta posición el fosfato puede regresar al dominio R o ser transferido a 
BvgA y así posibilita su dimerización aumentando su afinidad por los sitios consenso presentes en las 
regiones promotoras de los genes vag.
sistema BvgAS fue utilizado por el ancestro de la bacteria que hoy es patogénica (75,99). 
Los genes cuyos productos están involucrados en el ciclo infectivo de la bacteria podrían 
haber sido adquiridos posteriormente y ser sometidos a la regulación de BvgAS 
previamente presente, probablemente debido los requerimientos simultáneos de la 
expresión de ciertos factores bacterianos y de los citocromo d y c oxidasas.
El sistema de transducción de señales de dos componentes no es propio de Bordetella 
ya que ios mismos han sido descriptos para un gran número de bacterias e incluso para 
algunos eucariotas. Estos sistemas responden a diferentes condiciones ambientales y no
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necesariamente están involucrados en procesos de patogénesis (58,64, 7 5 ,268 ,272 ) (Tabla 
1.6).
Tabla 1.6. Sistemas de dos componetens descriptos para diferentes bacterias.
Microorganismo Sistema de dos  componentes Señal que sensa
Respuesta o genes 
regulados
Agrobacterium tumefaciens VirAA/irgG Compuestos fenólicos. Monosacáridos. Virulencia.
Bacillus anthracis pX01 CN|
OO Pag, cya, lef. 
Capsula.
Brucella BvrR/BvrS Desconocido Homeostasis de la membrana externa
Corynebacterium
diphteríae DtxR Hierro. Toxina diftérica.
Escheríchia coli EnvZ/AmpR Osmolaridad. OMPs.
PhoR/PhoB Fosfato. Regulación del metabolismo de fósforo.
CheA/CheBy Quimioatractantes. Quimiotaxis.
EvgA/EvgS Temperatura, S04-2, ácido nicotínico. Desconocido.
Klebsiella pneumoniae NtrB/NtrC Ausencia de nitrógeno. Fijación de nitrógeno.
Mycobacterium PhoP Desconocido Virulencia
MprA Desconocido Virulencia
devR Desconocido Virulencia
Proteus mirabilis UrcR Urea. Ureasa.
Pseudomonas aeruginosa RegA/RegB Hierro. Exotoxina A.
CzcR/CzcS Metales pesados. Carbapenem
Genes relacionados con la 
resistencia a metales 
pesados y antibióticos
Salmonella spp SirA/HilA Desconocido Sistema secreción tipo III.
PhoP/PhoQ Calcio y Magnesio. Genes de virulencia
Shigelia ffexneri VirRF/virB Temperatura. tnv, ipa.
Vibrio cholerae ToxS/ToxR
TcpP/TcpH
Osmolaridad, temperatura 
y pH. Es dependiente de la 
cepa analizada.
Toxina colérica.
IrgB Hierro. OMPs.
Yersinia spp VirF Temperatura. Vir, yop.
El sistema BvgAS de Bordetella en un principio se lo consideró como un sistema on/off 
o de encendido/apagado de los genes de virulencia (110,236). Sin embargo, la descripción 
reciente de proteínas de expresión intermedia que no corresponden ni a los genes vag y 
ni a los vrg (37, 78), ha replanteado a BvgAS como un sistema tipo reostato entre dos fases 
extremas, una la de virulencia y la otra de avirulencia. Entre ambos extremos existiría una 
graduación de fases (Fig. I.7).
Los genes bvgA y bvgS se encuentran formando un operón (13) y su transcripción 
depende de cuatro promotores P1, P2, P3 y P4. Los promotores P1, P2 y P4 son 
regulados por BvgA. De estos tres, el promotor P4 produce un ARNm antisentido 
complementario a los transcriptos expresados por el resto de los promotores. La función 
de este ARNm es aún desconocida, pero podría estar involucrado en la estabilización de 
los transcriptos impidiendo la formación de estructuras secundarias (308). El promotor P2 
es constitutivo y responsable de la expresión basal de BvgS y BvgA (298, 308).
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El componente sensor de este sistema de transducción de señales, BvgS (135 KDa) al 
igual que otros sensores de otros sistemas presenta dominios periplasmáticos y 
transmembrana (13,324). Sin embargo a diferencia de otras proteínas de la familia, también 
posee un dominio linker y otras regiones usualmente relacionadas con reguladores de 
respuesta como BvgA (13, 324). La porción N-terminal de BvgS que se encuentra en el 
espacio periplásmico (324) junto a la región linker consecutiva, son las responsables de 
sensar y transmitir respectivamente la señal externa hacia la parte C-terminal presente en 
el citoplasma de la bacteria (225, 227). La deleción de esta última porción hace que BvgS 
no sea funcional (13, 26, 337). En el espacio citoplasmático BvgS se encuentra dividida en 
tres dominios diferentes, transmisor, receptor y el extremo C-terminal responsable de la 
transferencia final de un grupo fosfato a BvgA. La traducción de la señal se inicia en 
presencia de condiciones ambientales particulares con una fosforilación autocatalizada de 
BvgS dependiente de ATP en una histidina (H 729) presente en el dominio transmisor. La 
transferencia del grupo fosfato hacia el dominio C-terminal es dependiente de la presencia 
del dominio receptor (338). Este último dominio no sólo regula de manera positiva esta 
transferencia, si no que puede revertir la transferencia refosforilándose a sí mismo 
retardando la activación de BvgA (Fig. I.7). Finalmente, el dominio C-terminal de BvgS 
traduce la señal fosforilando a BvgA que es una proteína citoplasmática de 23 KDa (339). 
Esta forma fosforilada de BvgA, BvgA~P, es la que posee mayor afinidad por los sitios de 
unión presentes en los promotores de los factores de virulencia regulados por este 
sistema (42, 44, 179, 321).
El activador transcripcional BvgA está formado por dos dominios diferentes: un dominio 
receptor en la porción N-terminal y un dominio hélice-turn-hélice (HTH), característico de 
otras proteínas reguladoras en el extremo C-terminal (13, 324). La porción HTH es la 
responsable de la unión específica a las secuencias de ADN de los promotores de 
aquellos genes que serán activados por BvgA (42, 297). Como sitio de unión de BvgA se ha 
descripto una secuencia TTTCCTA de siete bases y secuencias homologas que se 
encuentran de manera directa o invertidas en los genes regulados por BvgA (297,179). La 
unión de BvgA~P a estas secuencias induciría la oligomerización de BvgA (308). El dímero 
de BvgA~P presenta una mayor afinidad por la secuencia consenso de siete bases (42). 
Esta secuencia se encuentra en general alejada del inicio de transcripción, sin embargo 
una vez que se une un dímero de BvgA~P a la secuencia consenso se unen luego 
sucesivos dímeros hasta alcanzar el sitio de unión de la ARN polimerasa. Esta enzima a 
su vez interacciona con la molécula de BvgA~P adyacente al inicio de transcripción de 
manera de que este proceso se inicie con mayor eficiencia (43).
Los genes regulados por BvgA pueden ser agrupados en cuatro clases según la 
cinética de expresión (Fig. I.8). Los primeros promotores que se expresan son los de la 
clase 2 presentes por ejemplo en la adhesina FHA. Este promotor contiene un sitio de alta 
afinidad para BvgA. Si bien BvgA puede unirse a este sitio, sólo la forma fosforilada es 
capaz de activar el inicio de la transcripción (44). El primer dímero de BvgA~P se une de 
manera específica a la secuencia consenso, mientras los dos siguientes en el caso del 
gen fhaB, lo harían de manera cooperativa independientemente de la secuencia. Luego
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los dominios C-terminales de la subunidad a de la ARN polimerasa se unen a los dímeros 
de BvgA~P desde el otro lado de la cadena de doble hélice del ADN iniciándose así la 
transcripción del gen (41).
Los genes de la clase 1 como cyaA y ptxA, no poseen sitios de unión para BvgA de alta 
afinidad y en su lugar se encuentran múltiples secuencias con leves diferencias respecto 
a las de alta afinidad espaciadas a lo largo de la secuencia upstream de cada uno de los 
genes (129, 179, 374). BvgA debe estar fosforilado para unirse a estos sitios y la 
concentración de los dímeros es mucho mayor a la requerida para que se active fhaB y 
por ello se transcriben más tardíamente (42 ,129,179, 374).
Los genes de dase 3 presentan un patrón de expresión más complejo. En el caso de 
un gen que codifica para una proteína característica de la fase intermedia BipA (bipA), se 
han descripto secuencias consenso de unión para BvgA de alta y baja afinidad (90). El 
primero se encuentra upstream del gen y actuaría de igual manera que en el caso de 
fhaB. Sin embargo los sitios de baja afinidad se encuentran ubicados downstream del 
inicio del gen bipA. La unión de BvgA~P a estos sitios impediría la transcripción del gen, 
probablemente impidiendo de manera estérica la unión de la ARN polimerasa al sitio de 
inicio de la transcripción. A través de la detección de manera cuantitativa de los 
moduladores de BvgAS es posible regular la relación de concentraciones entre BvgA y 
BvgA~P. El delicado balance entre estas dos formas de BvgA permiten o no la expresión 
de los genes de la fase intermedia. Mientras que la concentración de BvgA~P es alta 
tanto los sitios de alta como de baja afinidad se encuentran ocupados por lo que estos 
genes no se expresarán. Al descender el nivel de la forma activa de BvgA los sitios de 
baja afinidad son liberados y el gen de fase intermedia es expresado. Finalmente, una vez 
que la cantidad de BvgA~P haya descendido notablemente los sitios de alta afinidad 
serán lierados y el gen deja de ser expresado (Fig. I.9).
La información disponible acerca de los mecanismos de regulación de la transcripción 
de los genes clase 4 que corresponde a proteínas propias de la fase avirulenta (genes 
vrg) es aún escasa. Sólo en el caso de S. pertussis se ha descripto que el mecanismo de 
inactivación de estos genes es de manera indirecta a través de la participación de una 
proteína reguladora denominada BvgR (242). El gen que codifica para este regulador (gen 
bvgR) se encuentra río abajo del locus bvgAS (242). Este gen ha sido descripto 
recientemente en B. pertussis y su producto de transcripción BvgR contiene motivos de 
reconocimiento de secuencias consenso presentes en los promotores de los genes vrg 
(25). A su vez este gen es regulado negativamente por BvgA (240). Es decir que su 
regulación es diferente al observado en el resto de genes vag (241). Mientras que para los 
genes vag, la unión de BvgA~P ocurre de manera secuencial desde un punto apartado 
del sitio de unión de la ARN polimerasa hacia dicho sitio, en el caso del gen bvgR, la 
unión ocurre primero cerca de este sitio y luego en los más alejados. Para visualizar más 
sencillamente como trabajaría toda esta maquinaría en la figura I.7 se muestra un 
esquema indicando las relaciones entre el locus bvgAS, el gen bvgR y los genes vag y 
vrg. La deleción del gen bvgR en B. pertussis perjudica significativamente la efectividad 
de infección en un desafío en donde el inoculo se administra en forma de aerosol (243). 1 *
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reciente publicación del genoma completo de B. bronchiseptica ha permitido determinar la 
presencia de este gen en esta especie. Sin embargo, no han sido publicados aún 
resultados acerca de la posible función de este gen represor en la patogénesis de S. 
bronchiseptica.
Fig. 1.8. Cinética de expresión de diferentes clases de genes regulados por el 
sistema BvgAS.
La curva 1 (verde) representa los genes que tienen un máximo de expresión sólo 
en fase virulenta (ej. cyaA). La curva 2 (rojo) corresponde a los genes que se 
expresan primero y que su expresión persiste en el tiempo (ej. fhaB, bvgR) 
durante la fase virulenta y la fase intermedia. La curva 3 (azul) representa a los 
genes que sólo se expresan en la fase intermedia (ej. bipA). La curva 4 (negro) 
representa a los genes reprimidos por BvgAS (ej. vrgs, flagelo).
En la actualidad sólo se conocen algunas señales que actúan in vitro a través de 
BvgAS pero aún no se podido determinar si este sistema funciona in vivo y menos aún 
cuáles serían las señales que estarían siendo sensadas. Experimentos empleando 
mulantes que expresan constitutivamente las proteínas de! sistema BvgAS o por el 
contrario que sean defectivos en la expresión de! mismo muestran que la fase virulenta 
(Bvg+) es necesaria y suficiente para que se desarrolle la infección (77) mientras que la 
fase Bvg-  o avirulenta sería incapaz de iniciar la infección (77,115, 228, 240). En el caso de 
B. bronchiseptica la fase avirulenta parece ser la más apta para el desarrollo de la 
bacteria en condiciones limitantes de cultivo. Estos datos sugieren que la función de 
BvgAS es sensar si la bacteria se encuentra dentro o fuera del tracto respiratorio del 
mamífero y así actuar en consecuencia. Dado que B. bronchiseptica y no B. pertussis ha 
sido encontrada fuera del hospedador se ha sugerido que la fase Bvg-  en B. pertussis es 
un remanente evolutivo sin una función actual (76). Sin embargo, el hecho que no ocurra 
la evolución hacia una expresión constitutiva a través de una simple sustitución de una
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base en BvgS como es el cambio de Histidina por Arginina en la posición 570 hace 
pensar que este sistema de dos componentes tenga una función in vivo (247).
La fase intermedia en B. pertussis y B. bronchiseptica parecen ser similares y estarían 
involucradas en la transmisión en forma de aerosol de las bacterias entre los 
hospedadores (327). Scarlato y colaboradores han sugerido que cuando Bordetella se 
encuentra con un nuevo hospedador, las adhesinas deben ser expresadas en primer lugar 
para mediar la adhesión a los tejidos epiteliales, mientras que las toxinas no son 
expresadas hasta unas horas después (307). Durante estas primeras horas la bacteria 
puede avanzar hacia un fenotipo Bvg+ completo o volver al fenotipo Bvg-  si es eliminado 
nuevamente al ambiente. El cambio de promotores entre los factores de virulencia de 
manera de alterar la cinética de expresión de adhesinas y toxinas impiden la correcta 
infección de B. bronchiseptica en el modelo murino (191).
El sistema BvgAS no es el único sistema de dos componentes descripto para 
Bordetella. La descripción del sistema Ris en B. bronchiseptica ha ampliado el 
conocimineto acerca de los mecanismos de regulación de los factores de virulencia de 
este género. Al igual, que BvgAS, el sistema Ris (del inglés regulator of intracellular 
response) está compuesto por un regulador (RisA) y un sensor (RisB) (177). Ambos genes 
del locus se encuentran separados entre sí por una única base en B. bronchiseptica y  en 
B. pertussis. El sistema se encuentra involucrado esencialmente en la resistencia al estrés 
oxidativo y  regular la expresión de una fosfatasa ácida. Esta proteína es la única que se 
conoce es regulada por Ris. La expresión de esta enzima es inducida durante la vida 
intracelular probablemente para poder resistir la acción oxidativa del contenido lisosomal. 
La relevancia de este sistema en el proceso global de infección queda aún por ser 
determinado de manera definitiva.
La comprensión de los mecanismos que gobiernan la expresión de los diferentes 
factores de virulencia ha avanzado en mayor grado al conocimiento obtenido sobre 
cuando y por qué esta regulación ocurre. La hipótesis con más consenso es la que 
considera a la fase avirulenta de Bordetella como la adecuada para la supervivencia fuera 
del hospedador. La ausencia de un nicho fuera de éste para B. pertussis entre otras 
observaciones indican que el modelo propuesto presenta aristas no del todo resueltas. La 
comprensión de la función del sistema BvgAS durante una infección in vivo permitirá sin 
duda avanzar en este aspecto, permitiendo finalmente comprender el ciclo infeccioso de 
las bacterias del género.
Variación de la expresión de diferentes factores bacterianos in vivo
Un aspecto importante de destacar es que algunas especies del género Bordetella 
como B. bronchiseptica pueden persistir en el hospedador por largos períodos 
contribuyendo a la existencia de portadores asintomáticos y a estadios crónicos de la 
infección. En pacientes en los cuales se ha podido determinar el fenómeno de 
persistencia se ha observado que las bacterias que se aislaron en los estadios tempranos 
de la enfermedad expresaban las adhesinas y toxinas necesarias para iniciar la infección,
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pero no así las bacterias que se aislaron luego de cierto tiempo que los síntomas de la 
enfermedad han desaparecido (135). Asimismo, se han observado variaciones en la 
estructura del lipopolisacárido (LPS) (336), uno de los principales componentes de la 
superficie bacteriana. Para infecciones persistentes causadas por B. bronchiseptica, el 
LPS de los aislamientos obtenidos a medida que avanza la infección hacia la fase crónica 
de la enfermedad contiene menor cantidad de residuos gucosídicos cada vez. Así, la 
bacteria que comienza la infección presenta un LPS con su estructura completa es decir, 
compuesta por las bandas A y B junto al antígeno O. Sin embargo, durante la fase aguda 
se puede observar que las bacterias aisladas en esta etapa disminuyen drásticamente la 
cantidad de antígeno O del LPS y finalmente en los aislamientos obtenidos durante la fase 
crónica se puede observar un fenotipo conocido como deep rough o rugoso profundo el 
cual presenta una única banda de mayor movilidad. La pérdida progresiva de residuos 
glucosídicos observada durante la infección podría ser reflejo de una adaptacón al 
hospedador, que lleva finamente a poseer un LPS similar al presente a B. pertussis. Estas 
modificaciones presentes durante un proceso crónico de infección podrían obedecer a un 
proceso adaptativo en respuesta a la defensa montada por el hospedador por la presencia 
del patógeno.
Aunque las bases genético moleculares de los cambios en el LPS no han sido 
analizadas, en Bordetella spp es bien conocida la variación in vitro de los factores de 
virulencia de acuerdo con las condiciones del entorno. Como hemos descripto más arriba 
a través del funcionamiento del sistema de dos componentes BvgAS ciertas señales 
externas como la baja temperatura, la presencia de iones sulfato o de ácido nicotínico 
inhiben la expresión de las adhesinas y toxinas y a la vez activan la síntesis de otras 
moléculas (variante avirulenta) (15,14, 70, 78, 306, 338, 339). La ausencia de dichos agentes 
activa la síntesis de los factores de virulencia (variante virulenta). Si bien la identidad de 
los moduladores de la expresión in vivo aún se desconoce, se cree que la regulación 
ejercida por el locus bvg tendría un rol importante en el curso de la infección, en particular 
en la persistencia de la bacteria en el hospedador.
Objetivos de este trabajo de Tesis
En este trabajo de Tesis nos hemos propuesto investigar el efecto de alteraciones 
estructurales en el LPS sobre la integridad de la membrana externa, la síntesis y 
secreción de otros componentes bacterianos y en particular sobre la patogenicidad y 
persistencia de la bacteria en el hospedador. El estudio de esta molécula resultó ser un 
verdadero desafío ya que es una de las moléculas menos caracterizadas dentro del 
género Bordetella. Esto se debe quizás a que durante muchos años las investigaciones 
sobre Bordetella estuvieron focalizadas fundamentalmente sobre los factores de virulencia 
de naturaleza proteica. Así, las propiedades del LPS en el entorno natural de la bacteria y 
su interacción con otros componentes bacterianos constituyen aspectos muy poco 
explorados. En relación a este último punto existen numerosos estudios que sugieren una 
conexión entre toxinas de la familia RTX (repetición en toxina) (71) y el LPS. Se ha
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reportado que mutaciones específicas que modifican el ensamblaje del core interno del 
LPS (cluster rfa, 17, 48, 312) afectan la secreción y la biosíntesis de la toxina RTX- 
Hemolisina (Hly) de Escherichia coli (24, 85, 206). Bordetella spp sintetiza una toxina RTX, 
la AC-Hly (136 ,154 ). En estudios de la secreción hemos determinado que la secreción de 
esta toxina en medios de cultivo suplementados con un agente derivado de las 
ciclodextrinas se ve incrementada (165) correlativamente con un incremento en la 
liberación de LPS al medio extracelular (164, 165). Se ha podido determinar además la 
presencia de vesículas de membrana externa en sobrenadantes de cultivo, las cuales 
contienen LPS y AC-Hly (163).
En este marco no sólo abordaremos el rol del LPS y el de su variabilidad estructural en 
la patogénesis y persistencia en el hospedador en si mismo sino también su posible 
relación con la expresión de otros factores de virulencia y en particular se analizará si el 
fenómeno observado para la hemolisina de E.coli puede ser extendido a la AC-Hly de 
Bordetella spp.
Para esclarecer estos aspectos hemos dirigido nuestras investigaciones hacia la 
construcción y caracterización tanto in vitro como in vivo de mutantes en B. bronchiseptica 
que presentan un fenotipo de LPS alterado, en particular un fenotipo "deep rough". La 
elección de este tipo de alteración se basó por un lado, en la necesidad de obtener un 
mutante con una modificación profunda en la estructura del LPS que posibilite la 
adjudicación de algún rol de esta molécula en el curso de la infección; y por otro lado, en 
que diferentes aislamientos de pacientes con infección crónica de B. bronchiseptica 
presentaron un fenotipo de LPS del tipo deep rough o rugoso profundo (134)
A continuación se detalla cada uno de los aspectos desarrollados durante este trabajo 
de tesis
OBJETIVOS ESPECIFICOS:
A. Análisis de la variación estructural del LPS frente a señales in vitro sensadas 
por el sistema de transducción de dos componentes BvgAS.
Se ensayaron cultivos de B. bronchiseptica en presencia de señales conocidas que 
afectan la expresión de diferentes componentes bacterianos de forma de corroborar si los 
cambios observados en la estructura del LPS a lo largo de la infección responde a una 
regulación coordinada mediada por el sistema de dos componentes BvgAS.
B. Obtención de mutantes de Bordetella bronchiseptica que presenten un 
lipopolisacárido con una estructura alterada y similar al que presentan los 
aislamientos obtenidos de pacientes con infección crónica.
Se construyeron mutantes que presenten un fenotipo de LPS similar al observado en 
los aislamientos de pacientes con infección crónica por mutagénesis al azar empleando al 
transposon Tn5 o por mutagénesis sitio específica.
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C. Caracterización fenotípica de los mutantes con el LPS alterado.
C.1. Caracterización in vitro.
i) Aislamiento del LPS y corridas electroforéticas en geles de poliacrilamida. Los
LPS de las diferentes cepas se aislaron empleando la técnica de Valverde y 
colaboradores (1997) basada en la afinidad del LPS a resinas de polimixina B. Los LPS 
que se obtuvieron fueron analizados en corridas electroforéticas en geles de 
poliacrilamida con SDS.
Análisis de la reactividad de las diferentes estructuras de LPS frente a sueros 
de infectados. Inmunodetecciones (Western blot). Se realizaron corridas electroforéticas 
de LPS wild type y de LPS con estructura rugosa profunda, las cuales se transferieron a 
membranas de naturaleza adecuada para luego hacer reaccionar los diferentes LPS con 
sueros obtenidos de pacientes con infección aguda y de pacientes con infección crónica. 
De esta manera confrontaron los resultados obtenidos con la hipótesis sobre la variación de 
la estructura del LPS como respuesta adaptativa/selección frente a entornos inmunológicos 
diferentes.
m) Adhesión, invasión y supervivencia dentro de las células de mucosa 
respiratoria. Se empleó como sistema de ensayo a células de línea de epitelio 
respiratorio humano A549 (ATCC CRL-185). La adhesión de las bacterias a las células 
epiteliales se analizó según el protocolo publicado por van den Berg y col. (1999) (343). El 
análisis de la invasión y sobrevida intracelular se llevará a cabo según lo descripto por 
Schiper y col. (1994), con algunas modificaciones. Las bacterias adheridas se analizaran 
por técnicas microscópicas por tinción con cristal violeta. En experimentos separados, la 
sobrevida se analizará por recuento de viables a distintos tiempos de incubación.
C.2. Caracterización in vivo.
;) Determinación de la dosis letal cincuenta: Se inocularon los ratones BALB/c con 
las distintas diluciones seriadas de la suspensión bacteriana. Se determinó el número de 
decesos en el transcurso de 30 días y a partir de estos datos se estimó la LD50.
~) Colonización en pulmones: Se realizaron infecciones intranasales con 
suspensiones bacterianas en concentraciones subletales. Los ratones infectados fueron 
sacrificados una hora después de la infección y varios días después de la misma. Se 
obtuvieron extractos de los pulmones homogenizados de los ratones infectados, los que 
fueron plaqueados en medios sólidos para el recuento de las unidades formadoras de 
colonias luego de tres días de incubación.
m) Persistencia: Los ratones infectados como se describió anteriormente fueron 
sacrificados a distintos tiempos. Sobre los homogenados de pulmón fueron analizados por 
reacciones de PCR empleando primers específicos para la región promotora del gen 
estructural de la flagelina de B. bronchiseptica (subunidad estructural del flagelo).
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D. Análisis de la relación entre la producción/secreción de proteínas de la familia 
RTC (AC-Hly) y la biosíntes del LPS de B.bronchiseptica.
Se estudió el efecto de la mutación en el LPS sobre la toxina RTX (AC-Hly) de 
Bordetella. Se analizó la actividad ciclasa y hemolítica intra y extracelular sobre mutantes 
de B. bronchiseptica que presenten alterada la estructura del LPS. Se separó y visualizó 
mediante corridas electroforéticas la presencia de AC-Hly tanto en células como en 
sobrenadantes libres de células. En paralelo en mutantes defectivos en la expresión de 
adenilato ciclasa se analizó la posibilidad de cambios en la estructura del LPS
E. Ensayos in vivo tendientes a superar la deficiencia en la adhesión de las cepas 
que presentan alterado el LPS.
Teniendo en cuenta que el LPS actúa como adhesina en numerosos procesos 
infecciosos desencadenados por diversos patógenos bacterianos es esperable que un 
defecto en la estructura del LPS de 8. bronchiseptica también altere la etapa de adhesión 
de este patógeno a células del hospedador. Es por ello que para superar este etapa 
temprana fue previsto realizar los siguientes ensayos tendientes a lograr que la infección 
evolucione hacia un estadio de cronicidad que es en donde se quiere evaluar el rol del 
LPS con estructura rugosa profunda.
En particular se ensayó:
í ) Aumento de la dosis subietal inicial. Se pretendió de esta manera saturar el 
sistema inmune del hospedador a fin de permitir que una porción de la población 
inoculada pueda avanzar en la infección.
;;) Modificación en el volumen de inoculación. Los volúmenes empleados 
tradicionalmente garantizan la llegada del inoculo a la zona intranasal del animal. 
Aumentando el volumen de inoculación se intentó lograr que las bacterias alcancen el 
tejido pulmonar de manera directa evitando los pasos previos de adhesión y colonización 
del tejido traqueal.
¿u) Inhibición farmacológica del movimiento ciliar del hospedador. Se manipuló 
farmacológicamente el movimiento ciliar del animal a fin de impedir la eliminación de la 
bacteria por este mecanismo. Para ello se empleó un anestésico como el pentobarbital o 
un anticolinergico como la atropina.
w) Inoculación de bacterias conteniendo su LPS alterado en ratones 
neutropénicos. Con el fin de eliminar uno de los factores posibles de erradicación de la 
bacteria durante la infección se utilizó ciclofosfamida, ya reportada previamente como 
agente neutropenico.
v) Inoculación de ratones con bacterias conteniendo su LPS alterado cultivadas 
en condiciones en donde se favorece la expresión de adhesinas. Las bacterias 
crecidas en este tipo de condiciones expresan adhesinas que podrían favorecer el 
proceso de adhesión afectado en el mutante con el LPS alterado. Las bacterias crecidas a 
22°C se inocularon en un grupo de ratones intranasalmente y se determinó la presencia 
de bacterias a las 72 horas post inoculación.
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ví) Coinoculación del mutante con el LPS alterado junto a la cepa parental B69.73.
La cepa parental secreta la medio extracelular LPS completo. Es esperable que esta 
liberación in vivo pueda complementar la ausencia de un LPS completo en el mutante.
F. Análisis de la selección/variación de la estructura del LPS durante la infección 
de ratones con título de anticuerpos anti-LPS.
La presencia de anticuerpos anti-LPS se detectó en niveles altos en pacientes con 
infecciones crónicas por lo que este entorno inmunológico dentro del hospedador sea 
quizás el responsablede la selección/variación de la estructura del LPS. Para avanzar 
sobre el conocimiento de este aspecto se inyectaron ratones con LPS purificado o con 
suero anti-LPS. Una vez confirmado por el ELISA un título adecuado de anticuerpo anti- 
LPS se inoculará por vía intranasal una suspensión bacteriana en fase virulenta. 
Posteriormente a diferentes tiempos post inoculación se sacrificarán los ratones y se 
recuperarán las colonias de los pulmones para luego poder evaluar la estructura del LPS.
G. Estudio de la actividad proapoptótica de los LPS presentes en las cepas 
parentales y rugosos profundo.
Se evaluó en cultivos celulares la capacidad que presentan los diferentes LPS para 
inducir un aumento en la proporción de células apoptóticas. Se utilizaron células 
derivadas de epitelio pulmonar (A549) y células de la serie blanca como monocitos y 
neutrófilos de donadores sanos y células derivadas de monocitos (U937). La presencia de 
células en procesos apoptóticos fue determinada mediante el empleo de dos kits 
comerciales: Cell Death Detection ELISAplus de Roche™ y Annexin-V-Fluos Staining Kit 
de Roche™.
Significado de esta investigación
La compleja interacción entre un patógeno y su hospedador constituye la base del 
desarrollo de una enfermedad infecciosa. A través del conocimiento molecular de esta 
interacción es posible identificar los factores bacterianos asociados a la virulencia y las 
estrategias de defensa desencadenadas por el hospedador. Esta información resulta ser 
esencial para el diseño de nuevas herramientas médicas preventivas más eficaces. Si 
bien en el caso de Bordetella spp se ha avanzado considerablemente en la definición de 
componentes involucrados en la interacción microorganismo-hospedador, resta aún 
realizar una exploración más acabada del proceso infeccioso incluyendo las etapas de 
persistencia y cronicidad. En el presente trabajo se mostrarán los resultados alcanzados 
sobre el rol de componentes superficiales, en particular del lipopolisacárido de B. 
bronchiseptica en el desarrollo de la enfermedad. Hemos realizado nuestros estudios a 
través de la construcción y caracterización de mutantes defectivos en la expresión de 
genes involucrados en la biosíntesis del LPS. Hemos analizado tanto la relación entre la 
estructura del LPS y la expresión de otros factores de virulencia como el rol del LPS in 
vitro en la adhesión, invasión y sobrevida del patógeno en células del hospedador.
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Hemos utilizado el modelo de infección de Bordetella en ratones para evaluar in vivo la 
contribución del LPS en la colonización y persistencia de la bacteria en el hospedador. 
Como resultado de estos estudios se espera haber contribuido en la definición a nivel 
molecular de los mecanismos involucrados tanto en la persistencia como en la 
adaptación de la bacteria a los diferentes entornos dentro del hospedador.
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bronchiseptica frente a señales 
sensadas por el sistema de 
transducción de dos componentes 
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INTRODUCCIÓN
Como hemos detallado en la introducción de este trabajo de tesis, B. bronchiseptica ha sido 
descripta no sólo como patógeno de animales domésticos y de granja sino además como 
agente causal de infecciones respiratorias en humanos (2, 5, 6, 31 ,48 ,49). A diferencia del 
patógeno humano B. pertussis, B. bronchiseptica presenta además de un período agudo cuya 
sintomatología depende del hospedador (Ej: rinitis atrófica en cerdos o tos perruna en perros), 
un período crónico asintomático que constituye uno de tos principales focos de contagio. De 
ambos períodos, el agudo ha sido el más estudiado, identificándose incluso tos factores 
bacterianos que son esenciales para la colonización, multiplicación y evasión de la defensa 
montada por el hospedador (1 3 ,1 6 ,1 7 , 25, 46). Este grado de conocimiento no fue alcanzado 
hasta el momento sobre la etapa de cronicidad, sin embargo esta etapa resulta de particular 
interés ya que es en donde la bacteria puede diseminarse silenciosamente dentro de la 
población susceptible. Sólo se ha descrípto que para desencadenar un proceso crónico, las 
bacterias deben sufrir cambios fenotípicos (18, 19). Estos cambios que consisten, según lo 
informado por Gueirard y colaboradores (1995) (19), en la pérdida paulatina de las adhesinas y 
toxinas características de la fase denominada virulenta se van sucediendo desde el inicio de la 
infección hasta tiempo después de que tos síntomas de la enfermedad han desaparecido. Es 
decir que en estadios tempranos las bacterias expresan todo tos factores necesarios para 
iniciar la infección y luego en período crónico dejan de expresarlos para transformarse en una 
bacteria con características propias de la fase avirulenta. Los primeros factores que dejan de 
expresarse durante el proceso infeccioso son las adhesinas FHA y PRN. Luego en las últimas 
etapas de la infección lo hacen las toxinas y más específicamente la adenilato ciclasa - 
hemolisina. Estos cambios en la expresión de estos diferentes factores proteicos son 
acompañados con una variación en la estructura del lipopolisacárido (LPS) (18). Esta variación 
no es menor ya que se encuentra involucrada una porción importante correspondiente a la 
parte distal del LPS.
Todos estos cambios fenotípicos observados a lo largo del proceso infeccioso de B. 
bronchiseptica podrían corresponderse, al igual que ocurre en otros procesos infectivos 
causados por otros patógenos, con una estrategia desarrollada por esta bacteria para persistir 
por largos períodos dentro del hospedador (50). De ser así, el fenotipo observado durante el 
período crónico de la infección causada por B. bronchiseptica sería consecuencia de un 
proceso de adaptación/selección a tos diferentes nichos que el patógeno va encontrando 
dentro del hospedador durante el ciclo infeccioso.
La particularidad de que la disminución en la expresión de tos diferentes factores de 
virulencia observada in vivo sea progresiva resulta coincidente con la del fenómeno de 
modulación fenotípica mediado por el sistema de dos componentes BvgAS (11, 26, 27, 51). 
Como hemos descrípto en la introducción de este trabajo de tesis, a través de BvgAS B. 
bronchiseptica es capaz de alternar entre dos fases, virulenta y avirulenta. Esta alternancia
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ocurre de manera secuencial y el patrón de expresión de los diferentes factores resulta de una 
regulación diferencial ejercida por BvgA. El establecimiento de un paralelismo entre la 
variación fenotípica observada in vivo y el fenómeno de modulación sin embargo se ve 
dificultado porque aún no se ha esclarecido completamente la relación entre BvgAS y el 
componente superficial LPS, que también varia in vivo. Se ha estudiado sólo la acción de 
algunos agentes moduladores de la actividad del sistema BvgAS sobre la estructura del LPS. 
Por ejempb se ha estudiado el efecto de las bajas temperaturas (34, 45) observándose 
variaciones en la estructura del LPS que parecen depender de la cepa bacteriana pero 
independiente del origen del aislamiento (45). Sin embargo de dicho trabajo no se deduce 
fácilmente si las variaciones observadas ocurren a través del sistema de dos componentes. 
Otro de los moduladores estudiados es la presencia de iones sulfato, en este caso se pudo 
observar un aumento en la proporción de LPS conteniendo antígeno O junto a la desaparición 
de un doblete de la banda A, característica de la cepa en estudio (34). Esta modificación 
parece estar mediada por BvgAS ya que cepas con el sistema de dos componentes bloqueado 
(ya sea siempre activo o siempre inactivo) no responden a la presencia de iones sulfato. A 
nivel molecular se ha identificado al gen pagP que codifica para una enzima responsable de la 
palmitoilación del lípido A del LPS (7, 20) como un gen regulado por el sistema de dos 
componentes (34). Se ha observado que una deleción en dicho gen genera en ausencia de 
sulfato un perfil de LPS que es indistinguible de la cepa parental en condiciones de avirulencia. 
Sin embargo, en presencia de iones sulfato dicho mutante defectivo también presenta 
modificaciones adicionales en la estructura del LPS que no ha sido posible explicar hasta el 
momento. Nuevos experimentos se deberán realizar para determinar claramente el efecto de 
éste y otros moduladores conocidos sobre el LPS e incluso para verificar si dichos 
moduladores actuarían a través de BvgAS o a través de la activación de otros mecanismos 
independientes de BvgAS pero que producirían el mismo efecto.
Con el fin de avanzar en el conocimiento sobre la relación del sistema de dos componentes 
BvgAS y el LPS y de establecer a partir del mismo las bases para considerar a la modulación 
fenotípica como un proceso que también ocurre in vivo, en esta estapa del trabajo de Tesis 
analizamos a través de corridas electroforéticas el efecto de la presencia de los moduladores 
conocidos del sistema BvgAS sobre la estructura del LPS. Trabajamos tanto con aislamientos 
de B. bronchiseptica provenientes de diferentes hospedadores como con cepas que varían 
entre si sob en la funcionalidad del sitema BvgAS.
Los materiales y métodos empleados como así también los resultados obtenidos se 
describen a continuacbn.
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MATERIALES Y MÉTODOS
1. Microorganismos y condiciones de cultivo
Las bacterias utilizadas en este trabajo se describen en la Tabla 11.1.
Tabla II. 1: Descripción de los aislamientos y cepas de B. bronchiseptica utilizados en este trabajo.
Cepa o aislamiento Descripción Referencia
B. bronchiseptica R1 
(BPR1)
Aislamiento de B. bronchiseptica 
obtenido de una paciente durante 
un episodio de infección aguda. 
LPS liso. BvgAS*. AC-Hly+,
PRN+, FHA+. Smr
18
B. bronchiseptica R4 
(BbR4)
Aislamiento de B. bronchiseptica 
obtenido de una paciente durante 
un episodio de infección crónico. 
LPS rugoso profundo.
BvgAS+.AC-Hly , PRN " , FHA“ . 
Smr
18
B. bronchiseptica 9.73 
(BP9.73)
Cepa obtenida de un conejo. LPS 
liso. BvgAS+. AC-Hly+. PRN+. 
FHA+. Smr
29
B. bronchiseptica bvgA~ 
(BbbvgÁ~)
Cepa mutante defectiva en la 
expresión de bvgA obtenida a 
partir de Bb 9.73 por 
mutagénesis insercional sitio 
específica. LPS liso. No 
hemolítica. Smr. Kmr
Nuestro laboratorio. Tesis 
Doctoral Bbq. Julieta Fernández 
(en preparación)
La construcción del mutante de B. bronchiseptica defectivo en la expresión de bvgA fue 
realizado por la Bioquímica Julieta Fernández de nuestro laboratorio durante su trabajo de 
tesis doctoral (tesis en redacción). El mismo fue obtenido mediante mutagénesis insercional 
sitio específica. Si bien tos detalles de la construcción se describirán en el Trabajo de Tesis 
de la Bioquímica, para una comprensión de tos pasos generales que se siguen durante este 
tipo de mutagénesis se recomienda leer la sección de materiales y métodos del siguiente 
capítulo ya que allí encontrarán la aplicación de esta metodología en la construcción de 
mutantes de B. bronchiseptica defectivos en la expresión de genes involucrados en la 
biosíntesis del LPS.
En todos tos casos, las suspensiones bacterianas se conservaron como liofilizados y/o a - 
20 °C y - 80 °C en presencia de glicerol 50% y 25% v/v, respectivamente. Los liofilizados 
bacterianos se resuspendieron en una solución de casaminoácidos al 1% p/v y se 
plaquearon en el medio sintético de Stainer-Scholte (SS) (40) sólido suplementado con 15% 
de sangre desfibrinada de caballo (SSs). La composición del medio SS se describe en el 
apéndice de esta tesis (pág. 186). Las bacterias se cultivaron durante 48 horas y luego se 
subcultivaron por 24 hrs. en placas SSs a 37 °C. A fin de inducir la modulación de fase, el
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crecimiento de estas placas se transfirió a otras placas que contenían ai medio SSs 
suplementado con agentes moduladores de fase como se indica a continuación.
2. Cultivo de microorganismos en presencia de agentes moduladores de fase
Las bacterias cultivadas en medio sólido SSs durante 48 horas a 37° C se repicaron en 
presencia de los siguientes agentes moduladores:
- baja temperatura (22 °C).
- presencia de MgS04 en una concentración final de 40 mM, a 37° C.
- presencia de ácido nicotínico en una concentración final de 10 mM, a 37° C.
En todos los casos se realizaron sucesivos repiques, seleccionando cada vez aquellas 
colonias que presentaban las características morfológicas correspondientes a la fase 
avirulenta, es decir desaparición del halo de hemolisis y presencia de movilidad. Para ello se 
plaquearon diluciones adecuadas de una suspensión bacteriana en placas conteniendo SSs 
y transcurridas 16 horas se observó si las colonias presentaban halo de hemolisis. Aquellas 
colonias sin actividad hemolítica fueron seleccionadas a fin de evaluar si presentaban 
movilidad en el medio SS suplementado con agar 0,35% p/v. Transcurridas 18 horas se 
observó la movilidad como una opalescencia leve alrededor del punto de siembra. Aquellas 
cobnias que no presentaron halo de hemolisis en placas SSs y eran móviles en las 
condiciones descriptas, fueron seleccbnadas para ser utilizadas en los posteriores ensayos.
3. Aislamiento del lipopolisacárido de Bordetella y análisis en geles de SDS-PAGE
Los lipopolisacáridos de las bacterias crecidas en las diferentes condiciones fueron 
purificados por la técnica descripta por Valverde y col. (1997) (Nuestro laboratorio, 43). 
Brevemente, aproximadamente 20 mg de bacterias (peso húmedo) provenientes de medb 
sólido se resuspendieron en 100 pl de solución de EDTA - Trietilamina 100 mM pH 7,0. La 
suspensión se incubó con agitación suave durante 15 minutos a temperatura ambiente. 
Luego se centrifugó durante 2 minutos a 10000 X g y el sobrenadante se transfirió a otro tubo 
al que se le agregaron 50 pl de una resina con polimixina B suspendida en 1,0 mM EDTA, 
0,1 mM HEPES, pH 7,5 y 0,05 % azida de sodio (Affi-Prep Polymyxin®, Bio-Rad). La mezcla 
se incubó durante 15 minutos con agitación suave y luego se centrifugó durante 2 minutos a 
10000 X g. Se descartó el sobrenadante y se agregaron 100 pl de KH2P 04 100 mM y NaCI 
150 mM pH 7,0, se mezcló y se volvió a centrifugar. Se descartó el sobrenadante y se 
agregaron 50 pl de buffer de Laemmli 1X (ver composición en apéndice) y 4 pl de p - 
mercaptoetanol. En ocasiones se incubaron las muestras con pronasa (2 mg mi'1) durante 
toda la noche a 37° C. Las muestras fueron calentadas en agua hirviendo durante 10 minutos 
y luego sonicadas durante 15 minutos. Las muestras así obtenidas se sembraron en geles de 
poliacrilamida 18% p/v con SDS. La composición de las distintas soluciones utilizadas para la 
preparación de los geles se detalla en el Apéndice de este trabajo (pág. 185). Las corridas 
electroforéticas se realizaron a voltaje constante (120 volts) durante 2 horas y luego a
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corriente constante de 20 mA durante 5 horas. Una vez finalizada ia corrida, los LPS se 
visualizaron mediante una tinción de plata según se describe a continuación. Luego de fijar el 
gel durante al menos 2 horas en solución de ácido acético 5% v/v en etanol 40% v/v, el 
mismo se incubó en solución de ácido periódico 0,7% p/v durante 10 minutos con el fin de 
oxidar a los grupos OH" adyacentes que se encuentran en los azúcares del LPS presente en 
el gel. Luego se realizaron 5 lavados con agua bidestilada de 5 minutos cada uno para retirar 
el oxidante excedente. Posteriormente se realizó ia coloración con una solución de plata al 
10% v/v de Bio-Rad. Transcurridos 10 minutos se lavó seis veces con agua bidestilada cinco 
segundos en cada lavado y se procedió al agregado del desarrollador también de Bio-Rad (3 
g en 200 mi de agua bidestilada). El gel se incubó con dicha solución hasta aparición de color 
en las bandas correspondientes a los LPS presentes. La reacción se detiene con ácido 
acético 5% v/v. El registro de los resultados se realizó mediante fotografía de los geles con 
una cámara digital Kodak modelo DC 290 (software-EDAS-Kodak) bajo iluminación blanca.
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RESULTADOS
Descripción de! perfil eiectroforético de ios LPS obtenidos de ios aislamientos
provenientes de diferentes periodos de infecciones de B. bronchiseptica en humanos
El LPS de las bacterias aisladas en las primeras etapas de la infección, B. bronchiseptica  
R1 (BPR1), presentan un perfil eiectroforético compuesto por dos bandas denom inadas A  y B 
características del género Bordetella  (9,33). La banda de mayor movilidad corresponde al lípido 
A  junto al core del LPS y la restante corresponde a la estructura anterior más el trisacárido
característico de la especie (Fig. 11.1).
Como puede observarse en dicha figura el antígeno O en este aislamiento no pudo ser 
detectado mediante la tinción con plata. Sin embargo, según se informó en el trabajo de Le 
Blay y colaboradores el mismo estaría presente pero en cantidades que sólo pueden 
visualizarse mediante técnicas más sensibles que emplean anticuerpos específicos para esta 
estructura (29).
El LPS presente en la bacteria aislada durante el período crónico de infección (BbR4), 
muestra un perfil eiectroforético compuesto sólo por una banda que es de mayor movilidad 
respecto de las correspondientes a la bacteria BbR1 (Fig. II. 1). Este fenotipo ha sido 
descripto en Enterobacterias como fenotipo deep rough o rugoso profundo (54).
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Fig. 11.1. SDS-PAGE 18% p/v de los LPS 
obtenidos a partir de cepas de B. bronchiseptica 
aisladas de pacientes humanos durante el 
período agudo de infección (línea 1) o el período 
crónico (línea 2). La visualización de los LPS se 
realizó mediante la técnica de tinción con plata 
descripta en la sección Materiales y Métodos del 
Capítulo II.
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Efecto de ios agentes moduladores sobre aislamientos de origen humano obtenidos en 
diferentes períodos de la infección
Modulación de los diferentes aislamientos de B. bronchiseptica
La modulación fenotípica de las diferentes bacterias utilizadas en este trabajo se realizó 
empleando medios sólidos suplementados con los diferentes agentes moduladores es decir, 
iones sulfato o ácido nicotínico o cultivando las bacterias a temperaturas menores a 25° C. En 
todo los casos se realizó el mismo procedimiento que se describe a continuación: las bacterias 
fueron repicadas sucesivas veces en presencia de lo moduladores hasta observar la 
desaparición de marcadores de virulencia (halo de hemolisis) y aparición de marcadores de 
avirulencia (ej. flagelo, movilidad). Sobre aquellas colonias que presentaban el fentipo 
buscado, es decir colonias móviles no hemolíticas, se procedió al aislamiento del LPS y a su 
caracterización estructural mediante corridas electroforéticas en geles de poliacrilamida.
Aislamiento 6bR1 proveniente del período agudo de la infección
Efecto de los iones sulfato y del ácido nicotínico: En presencia de iones sulfato es posible 
observar un aumento en la cantidad relativa de la banda B correspondiente al lípidoA-core- 
trisacárido de los LPS extraídos de bacterias del aislamiento SóR1 (Fig. II.2). En cambio en 
presencia de ácido nicotínico dicha diferencia no puede ser observada. Esto no se observa 
en el LPS extraído de de B6R1 en ausencia de moduladores, en esta condición claramente la 
banda A es la más intensa.
Fig. II.2. SDS-PAGE 18% p/v de los LPS obtenidos a partir de la cepa 
proveniente de un aislamiento humano durante el período agudo (B£>R1) 
cultivada a 37° C sin moduladores (línea 1), en presencia de iones sulfato 
(línea 2) o en presencia de ácido nicotínico (línea 3). La visualización de los 
LPS se realizó mediante la técnica con plata descripta en Materiales y 
Métodos de este capítulo.
Efecto del cultivo a 22° C: Como puede observarse en la Figura II.3, la disminución de la 
temperatura de cultivo hasta 22°C indujo cambios cualitativos sobre la estructura del LPS de 
BóR1 en la estructura del LPS.
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F ig . II.3. SDS-PAG E 18% p/v de  los LPS 
obten idos a partir de la cepa proveniente 
de un a is lam iento  hum ano duran te  el 
período agudo (BbR1) cu ltivada a 22° C 
(línea 1) o a 37° C (línea 2). La v isua lización  
de los LPS se rea lizó m ediante la técnica 
con p la ta  descrip ta  en M a te ria les  y 
M étodos del C apítu lo  II.
A 22 °C puede observarse la aparición de bandas de menor movilidad sin que se 
modifiquen las cantidades relativas de las bandas A y B.
Aislamiento BbR4 proveniente dei período crónico de la infección
Efecto de los iones sulfato, del ácido nicotínico y del cultivo a 22 °C: Estos moduladores se 
ensayaron de igual manera que para BbR1 sobre el aislamiento proveniente del período 
crónico BbR4 y en ningún caso se observó modificación apreciable en el perfil del LPS 
respecto al obtenido en ausencia de los mismos (Fig. II.4).
F ig . 11.4. SDS-PAG E 18% p/v de los LPS obtenidos a partir de  la cepa 
proveniente de un a is lam iento hum ano durante el período crón ico (BbR4) 
crecida a 37° C sin m oduladores (línea 1), a 22° C (línea 2), en presencia de 
iones su lfa to  (línea 3) o en presencia ácido n icotín ico (4). La línea 5 
corresponde al LPS de BbR1 cu ltivada a 37° C. La v isua lización  de  los LPS se 
Realizó m ediante la técn ica  con plata descrip ta  en M ate ria les y M étodos d el 
C apítu lo II.
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Descripción del perfil electroforético del LPS de un aislamiento de origen animal 
(BÓ9.73)
Con el fin de observar el efecto de los moduladores sobre BÓ9.73 esta cepa fue cultivada 
en las mismas condicones que las descriptas anteriormente para los aislamientos de origen 
humano. El perfil electroforético presente en la cepa B59.73 se caracteriza por la presencia 
de tres bandas (Fig. 11.5): las bandas A y B compuestas por las estructuras lípido A-core- 
trisacárido y lípido A-core, respectivamente, junto a una banda difusa de menor movilidad 
correspondiente a lípido A-core-trisacárido-antígeno O. La proporción de LPS con antígeno O 
en B59.73 es mayoritaria respecto al resto de las formas.
Efecto de los agentes moduladores sobre aislamientos de origen animal
Efecto de la presencia de iones sulfato y del ácido nicotínico: El perfil electroforético del 
LPS de la cepa BÓ9.73 se ve alterado sólo de manera cuantitativa tanto en presencia de 
iones sulfato como de ácido nicotínico (Fig. 11.6). En presencia de cualquiera de ellos, BÓ9.73 
posee un LPS con las tres bandas características, con diferencias en las cantidades relativas 
respecto al LPS presente en ausencia de cada modulador.
Como se observa en la figura 11.6, en presencia de los moduladores la cantidad extraída 
de LPS se ve incrementada a pesar de haber partido de igual cantidad de biomasa para 
todas las muestras (20 mg de peso húmedo). También se puede observar que en presencia
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Fig. 11.5. SDS-PAGE18% p/vdel LPS 
proveniente de B. bronchiseptica 
9.73 crecida a 37° C. La visualización 
de los LPS se realizó mediante la 
técnica con plata descripta en 
Materiales y Métodos del Capítulo II.
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de sulfato o ácido nicotínico hay un aumento de la movilidad electroforética del antígeno O, 
quizás como consecuencia de una disminución de su tamaño.
F ig . II.6. SDS-PAG E 18% pN  de los LPS obtenidos a partir de la cepa 
B5973 cu ltivada a 37° C en ausencia  de m oduladores (línea 1), en 
presencia  de ácido n icotín ico 10 mM (línea 2) o su lfa to  de  m agnesio  40 
mM (línea 3). La v isua lización  de los LPS se  realizó m ediante la técnica 
con plata descrip ta  en M ateria les y M étodos del C apítu lo  II.
F ig . 11.7. S D S -P A G E  18%  p /v  de  los LP S  de B. bronchiseptica  
o b te n id o s  a d ife ren te s  te m p e ra tu ra s  de c re c im ie n to . 1. B 6 9 .73  3 7 ° C. 
2. B 69 .73  22° C. La v isu a liza c ió n  de los LP S  se  rea lizó  m ed ia n te  la 
té cn ica  con p la ta  d esc rip ta  en M a te r ia le s y  M é to d o s  de l C ap ítu lo  II.
Efecto del cultivo a 22° C: La acción modulatoria sobre el LPS de BÓ9.73 del otro agente 
es decir el cultivo bacteriano a bajas temperaturas, no induce los cambios observados en
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presencia de iones sulfato o ácido nicotínico. Por el contrario, la cantidad de antígeno O se 
ve disminuida durante el crecimiento a 22° C. Sin embargo, el cambio más significativo 
observado en esta condición es la aparición de una banda adicional de mayor movilidad 
electroforética (Fig. II.7). Ninguno de los otros dos moduladores indujeron la presencia de 
esta banda ni para las bacterias de origen humano ni para la cepa BÓ9.73.
Con el fin de descartar que la presencia de la banda adicional se debieran a una mutación 
seleccionada durante los repiques la cepa BÓ9.73 crecida a 22°C fue nuevamente cultivada a 
37° C. Una vez que la bacteria cambió de fase y recuperó su actividad hemolítica, se analizó 
el perfil electroforético de su LPS (Fig. II.8). En esta condición el LPS volvió a presentar el 
perfil electroforético correspondiente a una bacteria en fase virulenta.
Efecto de los agentes moduladores sobre BbbvgA~
Para analizar si las modificaciones observadas se producen a través a la acción del 
sistema sensor BvgAS se trabajó con un mutante de B69.73 defectivo en la expresión del 
gen bvgA (BbbvgA'). Este mutante con el sistema de traducción de señales bloqueado se 
encuentra en fase avirulenta. La interrupción del gen bvgA en BÓ9.73 produjo las 
modificaciones en el perfil electroforético del LPS ya descriptas por otros autores para la fase 
avirulenta. Es así que en el perfil del LPS de este mutante es posible observar un aumento 
de intensidad de la banda correspondiente al LPS que contiene antígeno O respecto a las 
bandas restantes y un leve aumento de su movilidad respecto a la presente en el LPS de la 
cepa parental. Este mismo efecto es el que se observa en la cepa parental en presencia de 
iones sulfato o ácido nicotínico (Fig. II.6).
Efecto de la presencia de iones sulfato y ácido nicotínico. La cepa bvgA~ no presenta 
modificaciones en su LPS al crecer en presencia de los moduladores respecto al observado 
en ausencia de los mismos (Fig. II.8).
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F ig . II.€L_ SDS-PAG E 18% p/v de los LPS obtenidos a partir de la cepas 
BbbvgA crecida a 37° C en ausencia  de m oduladores (línea 1), en presencia 
de ácido n icotín ico 10 mM (línea 2) o en presencia  de su lfa to  de m agnesio  40 
mM (línea 3). La v isua lización  de los LPS se rea lizó m ediante la técn ica  con 
plata descrip ta  en M ateria les y M étodos del Capítu lo  II ._______________________
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Efecto del cultivo a 22° C. La acción modulatoria del otro agente es decir el cultivo a bajas 
temperaturas resultó ser similar al observado en la cepa BÓ9.73 conteniendo el sistema 
BvgAS intacto (Fig. 11.9). Es decir que con el mutante a bajas temperaturas también se pudo 
observar la aparición de una banda adicional de mayor movilidad. Este resultado indicaría 
que el cambio observado en esta condición es independiente de la funcionalidad del sistema 
de dos componentes .
Fig. 11.9. SDS-PAGE 18% p/v de los LPS de B. bronchiseptica 
obtenidos a diferentes temperaturas de crecimiento. 1. 
BbbvgA 22° C. 2. BbbvgA 37° C. La visualización de los LPS 
se realizó mediante la técnica con plata descripta en Materiales 
y Métodos del Capítulo II.
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DISCUSIÓN
Numerosas bacterias y organismos patogénicos de otra naturaleza son capaces de 
persistir dentro del hospedador durante largos períodos de manera asintomática produciendo 
una infección persistente o crónica (ej. Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium leprae, 
Bonetia burgdorferi, Brucella spp., Haemophilus influenzae, Helicobacter pylori y 
Streptococcus pyogenes) (14,15,23,28,32,39,42,44). Este fenómeno de persistencia se produce 
aún en hospedadores inmunocompetentes a pesar de la respuesta inmune que ellos 
desarrollan. Esta respuesta en general, está dirigida a los factores de virulencia de superficie 
o secretados por el patógeno y es por ello que la variación estructural o de la síntesis de 
estos componentes durante el transcurso de la infección se constituye en uno de los 
mecanismos de evasión de la respuesta inmune más difundido entre los patógenos. La 
infección causada por B. bronchiseptica que lleva a períodos de cronicidad parece no ser la 
excepción a dichos mecanismos de evasión ya que se ha observado que el patrón de 
expresión de algunos factores varía a lo largo de la infección (18,19). La cinética del cambio 
de expresión observado in vivo para B. bronchiseptica parece coincidir con el 
correspondiente al fenómeno de modulación de fases mediado por el sistema de 
transducción de señales BvgAS. Sin embargo, la falta de un conocimiento acabado sobre la 
relación entre uno de los componentes de superficie que varia in vivo y el sistema BvgAS 
dificulta el establecimiento de un paralelismo entre el fenómeno observado in vivo y la 
modulación fenotípica. Es por ello que en esta etapa nos propusimos profundizar el 
conocimiento de la relación entre el funcionamiento del sistema BvgAS y la variación 
estructural del LPS. En primer lugar analizamos el efecto de los tres agentes moduladores de 
la actividad del sistema BvgAS conocidos hasta el momento, iones sulfato, ácido nicotínico y 
bajas temperaturas de cultivo, sobre el LPS proveniente de un aislamiento humano obtenido 
durante la fase aguda de la infección (£¿>R1). La elección de este aislamiento se basó en la 
capacidad que parece poseer el mismo de modificar su LPS hacía la forma trunca 
característica del período crónico de infección. Los resultados obtenidos muestran que los 
cambios en las estructuras del LPS de BbR1 son dependientes del tipo de modulador 
empleado. Por un lado, tanto la presencia de iones sulfato como de ácido nicotínico inducen 
un aumento en la cantidad relativa de la banda B, que representa la estructura de un LPS 
compuesto por el lípido A-core (Fig. II.2). Esto podría indicar que la presencia de estos 
moduladores actuaría disminuyendo la eficiencia de adición del trisacárido al core. Más aún, 
podría suponerse que los moduladores a través del sistema BvgAS afecten la expresión de 
los genes wlb involucrados justamente en el proceso de sustitución del trisacárido (1,35). 
Corroborando esta suposición, se ha observado que en presencia de sulfato o ácido 
nicotínico el LPS de un mutante de B. pertussis defectivo en la expresión de| gpn wlbl 
presenta un perfil similar al observado por nosotros en BbR1 (35). El avance en la genética
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funcional y la bioquímica de diferentes rutas biosintéticas permitirá avanzar a nivel molecular 
sobre la identificación de los verdaderos genes blancos del sistema de dos componentes.
A diferencia de los dos moduladores descriptos anteriormente, el descenso en la 
temperatura de crecimiento induce cambios diferentes en la estructura del LPS (Fig. 11.3). 
Estos cambbs no son del tipo cuantitativo, si no cualitativos ya que a 22°C las bacterias 
BbR1 presentan un LPS con bandas adicionales de menor movilidad compuesta por lípidoA- 
core-trisacárido y un número entero de monómeros constituyentes del antígeno O (Fig. II.3). 
Estas bandas adicionales se tiñen con la técnica especifica para LPS y además no 
desaparecen con el tratamiento de proteasa por lo que es factible suponer que se trata de 
componentes propios de esta macromolécula. Esta modificación se presenta sin que se 
alteren apreciablemente las cantidades relativas de las bandas A y B. Esta banda adicional 
de menor movilidad observada en esta condicón de cultivo no se hizo evidente al cultivar la 
bacteria en medios suplementados con los otros dos moduladores.
Estos mismos ensayos se repitieron con un aislamiento obtenido durante el período 
crónico de la infección (BbR4). En este caso no se pudo observar ninguno de los cambbs 
antes descriptos para BbR1. Este aislamiento carece del antígeno O quizás como 
consecuencia de tener alterada la funcionalidad de los genes que b  sintetizan. Esta podría 
ser la causa por la que no responde a la presencia de los agentes moduladores como ocurre 
en la cepa BbR1.
En concordancia con lo informado por van der Arker (1998) (45) respecto a la diferencia de 
sensibilidad a los moduladores de acuedo al origen del aislambnto, nuestros ensayos 
empleando una cepa de origen animal, la cepa BÓ9.73, mostraron que la misma no modifba 
la estructura de su LPS frente a bs diferentes moduladores de igual forma que el aislambnto 
BbR1 provenbnte de una infección humana. Esta cepa a diferencia de BbR1, presenta una 
proporción mayor que en BbR1 de LPS con una estructura completa lípido A-core-trisacárido- 
antígeno O. A su vez esta cantidad de antígeno O de BÓ9.73 se ve incrementada cuando la 
bacteria se cultiva en presencia tanto de iones sulfato como de ácido nbotínico. Estos 
resultados indbarían que bs genes involucrados en el proceso de síntesis del antígeno O de 
B. bronchiseptica son bs que están involucrados en la respuesta a los moduladores (36). 
Recbntemente se han identificado en Bordetella los genes wbmL y wbmM que presentan 
homobgía con secuencias que codifican para proteínas de membrana involucradas en la 
exportación del antígeno O hacia el espacb intermembrana, en donde luego será unido a la 
estructura ya formada de lípido A-core (22,41). Otro gen involucrado en este proceso codifica 
para una proteína que posee sitbs de unión para ATP, denominado wbmN. La interrupción 
de cualqubra de estos genes impide la síntesis del antígeno O (36). Estos genes podrían 
estar regulados en forma directa o indirecta por el sistema de dos componentes dando como 
resultado un cambio en la eficiencia de agregado del antígeno O. Para compbtar la 
estructura final del LPS se necesitarán estudios adicbnabs para analizar más
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específicamente cómo se modifica la expresión de estos genes en presencia de los 
moduladores utilizados.
En los ensayos utilizando bajas temperaturas de cultivo se pudo observar que la cepa 
669.73 presenta una disminución en la cantidad relativa de la porción correspondiente a un 
LPS completo (lípido A-core-trisacárido-antígeno O) junto con la aparición de una banda 
adicional de mayor movilidad a la que denominaremos B . La presencia de bandas con estas 
características fue observada en forma posterior por Preston y colaboradores (2003) (34). 
Estos autores observaron que la aparición de las mismas surgen cuando se inactiva al gen 
pagP homólogo al presente en Salmonella thyphimuríum, responsable de la palmitoilización 
del lípido A del LPS. Este gen ha sido descripto como regulable por la presencia de sulfato 
de magnesio, lo que ha sido interpretado como una relación entre la estructura del lípido A y 
el sistema BvgAS. Sin embargo cuando el gen es reprimido por iones sulfato no es posible 
observar las bandas adicionales. Este aspecto controvertido no ha sido explicado aún en 
profundidad. Es por ello que no es posible descartar tanto en el caso reportado por Preston y 
colaboradores (2003) (34) como en el nuestro, que la aparición de la banda de mayor 
movilidad pueda ser producto de una disminución en el número de azúcares presentes en la 
estructura del core del LPS a través de un mecanismo aún no determinado.
Los resultados obtenidos en nuestros ensayos muestran claramente que el efecto de la 
temperatura sobre la estructura del LPS tanto para la cepa B69.73 como para el aislamiento 
B6R1 es diferente al ocasionado por el resto de tas moduladores (Fig. II.7). Este 
comportamiento diferencial respecto a bs otros moduladores sugiere que el mecansimo por 
el cual resulta modifbado el LPS en dbha condición se produciría a través de un sistema 
diferente a BvgAS. Con el fin de confirmar esta posibilidad se procedió a analizar el 
comportamiento frente a bs diferentes moduladores de una cepa derivada de B69.73 con el 
gen bvgA interrumpido. Esta cepa presenta una mutación definida en su genoma, lo que 
permite interpretar más claramente bs resultados que se obtengan a partir de ella. En 
ausencia de moduladores, el mutante bvgA~ presenta al igual que la cepa parental, un LPS 
compuesto por las bandas A y B junto a una banda difusa de menor movilidad 
correspondiente al LPS con antígeno O. En presencia de bnes sulfato o ácido nicotínico el 
mutante bvgA~ no presenta bs cambios antes descriptos para el LPS de la cepa parental 
indicando que la modifbación antes producida es dependiente de la funcionalidad del 
sistema de dos componentes (Fig. II.8). A diferencia de b  informado por otros autores (45), 
pudimos observar que cuando las bacterias se cultivan 22° C, el LPS obtenido a partir de la 
cepa con el sistema BvgAS bloqueado presenta el mismo perfil electroforético que de la cepa 
parental con el sistema activo pero modificado respecto al obtenido en ausencia del 
modulador. Este resultado indba que el efecto inducido por la temperatura sobre la 
estructura del LPS sería independiente de la actividad del sistema BvgAS. Estos resultados 
indicarían que existe otro mecanismo por el cual la bacteria es capaz de sensar bs cambios 
de temperatura e inducir cambios en la estructura del LPS.
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van den Akker (1998) observó una disminución en la producción y en el tamaño del 
antígeno O tanto en presencia de iones sulfatos como a bajas temperaturas. Sin embargo, en 
ninguno de ellos se observaron las bandas adicionales descriptas en nuestros ensayos a 
bajas temperaturas. Las modificaciones en el LPS reportados por van den Arker fueron 
interpretadas como cambras dirigidos por el sistema de dos componentes BvgAS, 
interpretación que supuestamente fue confirmada mediante ensayos realizados sobre 
bacterias avirulentas espontáneas. La posible discrepancia de estos resultados con los 
nuestros puede deberse a que aquellos autores seleccionaron bacterias en fase avirulenta 
desconociendo el tipo de rearreglo a nivel genómico que se había producido, por lo que no 
es posible descartar que los efectos observados se deban a alteraciones en sistemas 
diferentes a BvgAS.
Los resultados presentados en este capítulo indican que es posible regular la estructura 
del LPS al menos a través de dos mecanismos, uno teniendo como intermediario al sistema 
BvgAS y otro que es independiente de este último y que obedece a los cambios de 
temperatura del ambiente. El primero estaría involucrado en la regulación de la estructura de 
la parte distal del LPS, principalmente del antígeno O. En cambio, las estructuras más 
cercanas al lípido A, incluyendo al core estarían reguladas por temperatura. Las acción de 
sistemas de regulación distintos podría servir de estrategias más precisas para la adaptación 
del patógeno no sólo a a diferentes nichos ecológicos en los que esta bacteria es capaz de 
desarrollarse sino también a diferentes hospedadores. Así, durante el transcurso de las 
infecciones en los mamíferos que habitualmente infecta B. bronchiseptica, el LPS debe 
presentar una estructura completa, conteniendo antígeno O (22). La inclusión del hombre 
dentro del rango de hospedadores de fí. bronchiseptica requiere quizás de modificaciones en 
LPS consistente en una disminución en la producción de esta porción distal del LPS para 
parecerse aún más a B. pertussis, un patógeno obligado del hombre. Una vez iniciado el 
proceso infeccioso en este nuevo hospedador, el mismo puede continuar hacia un período 
crónico para lo cual el patógeno debe presentar un LPS con estructura trunca. Si bien 
ninguno de los moduladores del sistema BvgAS son capaces de inducir un cambio en la 
estructura del LPS hacia una forma rugosa profunda no puede descartarse que otro 
modulador pueda actuar in vivo induciendo dichos cambras.
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CAPÍTULO III
Obtención de mutantes de
Bordetella bronchiseptica que
presenten un lipopolisacárido con 
una estructura alterada, similar a la 
de los aislamientos obtenidos de 
pacientes con infección crónica.
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INTRODUCCIÓN
Durante el proceso infeccioso causado por B. bronchiseptica se ha observado que la 
bacteria modifica la expresión de diferentes componentes bacterianos. Como ocurre en 
numerosos patógenos, esta variación fenotípica podría ser una estrategia que emplea la 
bacteria para superar las defensas desarrolladas por el hospedador en las distintas etapas 
de la enfermedad. Aunque se han descripto diferentes estrategias de evasión para diferentes 
patógenos, la variación antigénica representa un mecanismo ampliamente difundido entre tas 
patógenos (13, 15, 30, 34, 35, 87, 88, 96, 111, 112). Este fenómeno consiste en cambios en la 
estructura o la expresión en la totalidad de algún factor de virulencia y puede sucederse a 
través de una modificación reversible o irreversible. Los mecanismos que pueden conducir a 
este proceso del encendido y apagado (on-otf) de la expresión de determinados factores 
bacterianos, han sido clasificados en tres grandes categorías (134) El primero consiste en 
adquisiciones de material genético foráneo a través de mecanismos que incluyen la 
transducción, transformación y conjugación (45, 52,124). En el segundo se agrupan aquellos 
que se producen debido a una alteración espontánea en alguna secuencia nucleotídica 
afectando la expresión de diferentes genes. Esta alteración pueden consistir en mutaciones 
puntuales (proteínas de membrana extema de H. infíuenzae (40), recombinactanes 
(lipoproteínas de Borrelia herm sii) (9, 67) o intercambio de promotores o genes (pilina y 
proteínas de opacidad en N. Gononiioeae) (60). Finalmente el tercer grupo, comprende 
aquellas variaciones que se encuentran reguladas por factores de transcripción que a su vez 
están regulados por algún sistema sensor de señales extracelulares. Un sistema de 
traducción de señales que está presente en varías bacterias Gram negativas son tas 
sistemas de dos componentes (26, 36). A través de estos sistemas las bacterias sensan 
señales del medio exterior y traducen esa señal en cambios dentro de la bacteria que pueden 
repercutir en el metabolismo, virulencia, etc. de la misma.
Aún no se ha podido determinar dentro de qué grupo de los tres se clasificaría el 
comportamiento de B. bronchiseptica in vivo, quizás como consecuencia de la complejidad 
asociada a este patógeno ya que el mismo modifica tanto el perfil proteico como el de 
naturaleza polisacarídica. Es interesante remarcar que en general todos estos mecanismos 
que hemos descripto se han asociado a las variaciones de tas componentes proteicos, 
siendo relativamente menor el número de ejemplos asociados con componentes de otra 
naturaleza. Sin embargo, no deberían minimizarse tas estudios sobre la variación de tas 
componentes no proteicos de la superficie bacteriana ya que durante la infección tas mismos 
entran en contacto directo con el hospedador. Así, por ejemplo el lipopolisacárido de las 
bacterias Gram negativas, que es el principal componente de la membrana externa (3,77,53), 
ha sido caracterizado como un factor importante en procesos de adhesión y colonización de 
diferentes tejidos (56). Se han descripto diversos mutantes que contienen un LPS con su
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estructura alterada que presentan serias dificultades en lograr procesos infectivos de manera 
exitosa (Tabla III. 1).
Tabla III. 1. Rol del LPS de diferentes bacterias en el desarrollo de la infección.
Bacteria Alteración/gen alterado Observación Referencia
Neisseria
gonorrhoeae
rfaF Defieciente adherencia y 
colonización en células 
epiteliales.
110
Pseudomonas
aeruginosa
LPS core Disminución de a adhesión a 
células epiteliales.
119
Brucella suis wbdA No puede evitar la lusión del 
fagosoma ue lo contiene con 
los lisosomas del macrófago.
93
Brucella melitensis wboA No previene la apoptosis de la 
célula en donde se atoja.
38
Escherichia coli waaQ No coloniza intestino murino. 85
rfaG, rfaP o galU No invade células eoiteliales. 41
Shigella flexneri gaiu No se disemina de céula a 
célula.
105
MoraxeUa
catanhalis
galE Sensfoilidad aumentada a la 
acción bactericida del suero.
143
Salmonella typhi Motantes rugosos Deficiencias en adhesión e 
invasión en células HeLa.
86
Salmonella
entérica
waaP Pérdida de virulencia y 
aumento en la sensibilidad a 
polimbdna.
136
Salmonella
typhimurium
Muíante espontáneo rugoso Senstole a sistemas 
bactericidas de los macrófagos.
81
rfaE No invade células epiteliales. 65
El LPS además, es uno de los principales componentes hacia los cuales el sistema 
inmunológico eucariota se ha desarrollado a fin de reconocer la presencia de patógenos 
Gram negativos (43). La presencia de esta estructura en el hospedador induce una respuesta 
inflamatoria integrada por el aumento de numerosas citoquinas, moléculas de adhesión y 
factores tisulares (8). Esto muestra claramente el grado de capacidad de respuesta que han 
alcanzado los organismos pluricelulares a fin de reconocer y eliminar a este tipo de 
patógenos. La contraparte a este desarrollo ha sido la evolución de tos mecanismos de 
evasión de tos patógenos a fin de persistir dentro del hospedador. El LPS no ha escapado a 
esta co-evolución, más aún, se ha demostrado que en varios procesos infectivos bacterianos 
tos cambios en la estructura del LPS a lo largo del proceso infectivo son necesarios para 
evadir la respuesta inmune preexistente s  desarrollada con anterioridad en las primeras 
etapas de la infección (31,100,123,130,131). Se ha descripto para algunos patógenos que tos 
mecanismos por tos que se producen las variaciones en la estructura del LPS se 
corresponden con tos descriptos anteriormente para la variación antigénica. A manera de 
ejemplo podemos observar que Helicobacter pylori posee dos a3-fucosiltransferasas
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encargadas de agregar fucosas al LPS de esta bacteria. La región anterior al promotor de los 
genes que codifican para estas enzimas posee una zona rica en citosinas. La deleción o 
agregado de una o más de estas bases durante la replicación del ADN permite o impide la 
correcta expresión de estos genes dando como resultado una variación de fase en la 
estructura del LPS. Se ha propuesto que esta variación posibilita a este patógeno persistir 
dentro del hospedador (4, 5, 127). Otro ejempo de la expresión de diferentes variantes en la 
estructura del LPS es Neisseria meningitidis. Esta bacteria expresa al menos 13 tipos de 
lipooligosacáridos (LOS) inmunológicamente diferentes (61). Esta bacteria es capaz de 
intercambiar los distintos inmunotipos de los LOS a través de un proceso de variación que 
involucra diferentes puntos de terminación de los transcriptos de ARNm (58,59). Se ha 
descripto que esta variación ocurre durante la infección y a ella se le ha adjudicado un rol 
fundamental para el éxito de la misma (29).
La infección causada por Bordetella bronchiseptica no seria la excepción en cuanto a que 
se ha podido observar que el LPS sufre cambios en su estructura a lo largo del ciclo 
infeccioso en humanos (48). El LPS de B. bronchiseptica en las primeras etapas de la 
infección consiste en una estructura del tipo smooth o completa con un homopolímero de 
ácido 2,3-dideoxi-2,3-di-N-acetilglactosaminurónico como antígeno O. En cambio en los 
aislamientos provenientes de infecciones crónicas, la estructura del LPS es del tipo rugoso 
profundo o deep rough. Esta estructura se caracteriza por la ausencia de la mayoría de los 
azúcares que conforman el core o núcleo que es la porción sacarídica más cercana al lípido 
A. El mecanismo por el cual este cambio observado in vivo se produce es aún desconocido. 
La falta de un conocimiento acabado sobre la genética y estructura de este componente han 
sido un obstáculo en el avance de la comprensión del rol que juega esta molécula en la 
infección. Además, los primeros trabajos sobre el LPS fueron realizados para B. pertussis y 
enfocados en la determinación de la composición y estructura de esta macromolécula (18,19, 
74, 90). Estos estudios fueron más tarde extendidos a las otras especies de Bordetella y 
complementados con la identificación de alguno de los genes involucrados en su síntesis (1, 
2, 16, 94, 95) (Fig. I.6). En particular, se describió un grupo de genes que participan en la 
síntesis del LPS, a los que se los subdividió en bci según sus probables funciones. El locus 
denominado wlb en B. pertussis y B. bronchiseptica codifica polipéptidos que intervienen en 
la síntesis de un trisacárido que forma parte del núcleo externo. La ausencia de este 
trisacárido en 8. parapertussis parece estar asociada a mutaciones puntuales en el gen wlbH 
(2). Otro grupo de genes a los que se denominó wbm participan en 8. bronchiseptica y 8. 
parapertussis en la síntesis del antígeno O. En 8. pertussis, los genes wbm se encuentran 
reemplazados por una secuencia de inserción (IS) por la que esta especie no presenta 
antígeno O en su LPS (83, 94).
Este conocimiento sobre la parte distal del LPS ha permitido evaluar la importancia de esta 
región en la colonización de Bordetella (16). Estos estudios fueron focalizados 
fundamentalmente hacia los estadios tempranos de la infección pero no se extendieron hasta
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la etapa de cronicidad. Sin embargo, los cambios en la estructura del LPS se han registrado 
en los procesos crónicos y los mismos parecen involucrar al core del LPS (98). Es entonces 
clara la falta de conocim iento sobre el rol del LPS y sus cambios estructurales a lo largo de 
todo el proceso infeccioso incluyendo el período de cronicidad de la infección. Esta etapa de 
la infección reviste vital importancia epidemiológica, ya que transcurre de manera 
asintomática contribuyendo a la existencia de portadores sanos que diseminan 
silenciosam ente al patógeno a la población susceptible.
Con el fin de avanzar en el conocim iento del rol del LPS y su variación fenotíp ica en la 
patogenicidad y persistencia de B. bronchiseptica  en el hospedador decidimos constru ir y 
caracterizar tanto in vitro como in vivo mutantes defectivos en la síntesis del LPS. En una 
primera etapa dado que en ese momento no se disponía aún de un conocim iento acabado de 
los genes involucrados en la síntesis del LPS de Bordetella, se realizó una mutagénesis al 
azar empleando el transposón Tn5. Luego de la transposición y con el fin de seleccionar 
aquellos mutantes que presentaran un fenotipo rugoso profundo en su LPS, sim ilar al 
observado en los aislamientos de B. bronchiseptica  obtenidos en la fase crónica de la 
enfermedad, se utilizaron criterios específicos de selección para ese fenotipo ya descriptos 
en otras bacterias (108). En una segunda etapa ya con la disponibilidad de los datos de 
secuencia de algunos genes involucrados en la síntesis del LPS de Bordetella  (1, 94) 
decidimos construir específicam ente un mutante defectivo en la expresión de genes que 
condujeran a una estructura del LPS lo más rugosa profunda posible (Fig. III. 1). Dado que la 
mutación del gen waaA (antes kdtA) (97, 108) ha sido descripta como letal, se decidió alterar
la expresión del gen waaC, responsable del agregado de la primera heptosa. De esta manera 
el mutante produciría un LPS compuesto por el lípido A  y una molécula de KDO, descripta 
como la mínima porción necesaria para que otras bacterias sean viables (108). Todas las
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Fig. III. 1. Representación esquemática de la región del core del LPSde B. b ro n ch ise p tica . Los genes 
conocidos involucrados en la síntesis de esta región se encuentran indicados.
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construcciones obtenidas fueron utilizadas para realizar los estudios de caracterización tanto 
in vitro como in vivo empleando el modelo de infección intranasal de Bordetella en ratones.
A continuación se detallan los materiales y métodos utilizados a fin de realizar los 
mutantes descriptos previamente y el posterior análisis de su rendimiento en el desarrollo de 
un proceso crónico de infección.
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MATERIALES Y MÉTODOS
1. Microorganismos y condiciones de cultivo
Las cepas utilizadas en este trabajo se describen en la Tabla III. 2. Las suspensiones 
bacterianas se conservaron como liofilizados y/o a -2 0  °C en glicerol.
1.1. Bordetella. Los liofilizados bacterianos se resuspendieron en una solución de 
casaminoácidos al 1% p/v y se plaqueron en el medio sintético de Stainer -  Scholte (SS) 
sólido suplementado con 15% v/v de sangre desfibrinada de caballo (SSs). La composición 
del medio SS se describe en el Apéndice de esta tesis. Las bacterias se cultivaron durante 
48 hrs. a 37 °C. y luego se subcultivaron por 24 hrs. en placas SSs a 37 °C.
Para inducir la modulación de fase de las bacterias, es decir la variación desde un estado 
virulento a uno avirulento, se transfirió el crecimiento en placas SSs a otras placas 
conteniendo MgS04 40 mM como agente modulador.
1.2. Escherichia coli. Para el cultivo de este microorganismo se utilizó el medio Luria- 
Bertani (LB) (Sambrook et al., 1989) (104) suplementado con antibióticos en los casos en que 
eran necesarios.
1.3. Antibióticos. Cuando fueron requeridos, se adicionaron a los medios de cultivo 
soluciones concentradas de los mismos. Las concentraciones finales en los medios de cultivo 
fueron (pg mf1):
para E. coli: Kanamicina (Km) 25; Gentamicina (Gm) 10 y Ampicilina (Amp) 
200.
para Bordetella: Estreptomicina (Sm) 200, Gentamicina (Gm) 50, y 
Kanamicina (Km) 80.
2. Plásmidos y ADN genómico
2.1. Purificación de plásmidos. Los plásmidos utilizados y sus características más 
relevantes se describen en la Tabla III.2. Para la purificación de plásmidos se utilizó la 
técnica de lisis alcalina descripta por Sambrook y col. (1989) (104). La composición de las 
soluciones empleadas se encuentran en el Apéndice de este trabajo de Tesis (pág. 185) . 
Para la precipitación de los plásmidos se empleó isopropanol en una relación de volúmenes 
1:1 y luego de centrifugar, el sedimento se lavó con etanol 70% v/v. Para la resuspensión de 
los plásmidos se empleó 20 pl de agua libre de ADNasas conteniendo ARNasa (1 mg mi'1).
Tabla III. 2. Cepas y pásmidos utilizados en el presente capitulo.
Características principales Referencia
Cepas
8. bronchiseptica CIP9.73
Obtenido de un aislamiento de conejo. 
LPS liso. BvgAS+. AC-Hly\ PRN+. 
FHA+. Smr
73
8. pertussis Tohama I Cepa vacunal. BvgAS*. AC-Hly+. PRN*. FHA+. PTX+ Smr 63
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B. bronchiseptica GFP 
(BbGFP)
Derivada de Bb9.73 conteniendo el 
plásmido pGB5P1. Fluorescente. LPS 
liso. Hemoiitica. Smr. Kmr
Esta Tesis.
B. bronchiseptica LP39 
(BbLP)
Mutante defectivo en waaC obtenido a 
partir de BP9.73 por mutagénesis 
insercional sitio específica. LPS 
rugoso profundo. Hemoiitica. Smr. 
Kmr
Esta Tesis.
8. bronchiseptica Tn5 
(8bTn5)
Muíante LPS alterado obtenido a 
partir de 8b9.73por transcojugación 
con Tn5. LPS rugoso profundo. 
Hemoiitica. Smr. Kmr
Esta Tesis
E. coli DH5a RecA, A/acU169, <P80d/acZAM15 Bethesda Res. La8.
E.coli S17-1 RP4-2-Tc::Mu-Km::Tn7 integrado en el cromosoma 115
Plásmidos
PSUP1021 Kmr Tn5 115
pk18mob Mob Kmr 106
PGB5P1 Mob Gnr GFP derivado de pB6R1MCS-2 129
pgemT-Easy Vector multicopia Ampr Promega
pCW504 Mob Kmr Gnr GFP derivado de p88R1MCS-2 129
2.2. Extracción de ADN genómico. Para la obtención de ADN genómico, las células 
provenientes de un cultivo sólido o líquido se resuspendieron en N-lauril sarcosina 0,1% p/v 
en Tris-HCI 10 mM, EDTA 1mM pH 8 (TE) y se lavaron con NaCI 1 M. Luego de una 
centrifugación a 8.000 X g durante 5 minutos, el sedimento celular obtenido se resuspendió 
en 500 pl sacarosa 10% p/v en TE conteniendo lisozima 1 mg mi'1. Luego de 1 hora de 
incubación a 37° C, se agregaron 100 pl de pronasa (2,5 mg mi"1 de TE). La suspensión fue 
mezclada por inversión y se incubó a 37° C durante 1-2 horas. Transcurrido este tiempo se le 
agregó 70 pJ de NaAc 3 M, 100 pl de cloroformo y 200 pl de solución de FenoLTris-HCI pH
8.00. La mezcla se centrifugó durante 10 minutos a 22000 X g y la fase superior acuosa 
obtenida se transfirió a un nuevo tubo y se repitió la extracción fenólica. Recogida la fase 
acuosa se procedió a la precipitación del ADN mediante la adición de 3 volúmenes de etanol 
96% v/v frío (-20°C). El precipitado obtenido se lavó con etanol al 70% v/v, luego de evaporar 
todo el alcohol, el ADN se resuspendió en 25-50 pl de agua al que se añadió 1 pl de una 
solución de ARNasa 1mg mi'1.
2.3. Determinación de la concentración de ADN piasmídico o genómico. Para la 
cuantificación de ADN se empleó el método espectrofotométrico (104). La absorbancia de las 
preparaciones de ADN fueron medidas a 260 y 280 nm. Las concentraciones fueron 
estimadas considerando que una DO260nm=1 corresponde a las siguientes concentraciones: 
50pg mi"1 de ADN de cadena doble, 40 pg mi"1 de ADN de cadena sencilla o ARN, y 20 pg 
mi"1 de oligonucleótidos. La relación DO260nm / DC>280nm se utilizó como estimadora de la 
pureza de la preparación, considerándose valores por debajo de 1,8 como indicadores de 
contaminación por proteínas o fenol. Para muestras de ADN de baja pureza o baja
Tesis Doctoral 2004 Federico B. S isti
Capítulo ill 86
concentración se empleó preferencialmente el método de comparación de fluorescencias en 
gel de agarosa bajo luz UV frente a marcadores de ADN de concentración conocida, también 
descripto por Sambrook y col. (1989) (104).
2.4. Electrofbresis de ADN. El análisis cualitativo de las muestras de ADN y la 
separación de fragmentos de ADN se realizó mediante electroforesis horizontal en geles de 
agarosa (0,8-2% p/v) empleando Tris-HCI 89 mM, Na2EDTA 2,5 mM, H3B03 89 mM, pH 8,2 
(TBE) como buffer de corrida. El voltaje de trabajo varió entre 5 y 12 volts/cm. Como solución 
de siembra se utilizó sacarosa 40% p/v y azul de bromofenol 0,25% p/v en una relación 5 pl 
solución de ADN en agua por cada 1 pl solución de carga.
2.5. Revelado de los geles. Para la visualización del ADN sobre bs geles de agarosa se 
adicionó a los mismos 0,5 pg mi"1 de bromuro de etidio. Este compuesto permite la 
visualización del ADN por transiluminación con luz ultravioleta. El registro de los resultados 
se realizó mediante fotografía de los geles con una cámara Polaroid o con una cámara digital 
Kodak modelo DC 290 (software-EDAS-Kodak) bajo iluminación ultravioleta.
2.6. Tratamientos enzimáticos del ADN. Las digestiones con enzimas de restricción se 
realizaron en las condiciones óptimas para la enzima, siguiendo las indicaciones propuestas 
por las casas comerciales (Boehringer o Promega) y las recomendaciones descritas en 
Sambrook y col. (1989). Las reacciones se llevaron a cabo habitualmente con 0,5-5 pg de 
ADN, y 5-10 unidades de la enzima a utilizar en un volumen final de 10-25pl. Las mezclas de 
reacción fueron incubadas a la temperatura óptima durante un período de tiempo no menor a 
1 hora.
2.7. Estimación de los pesos moleculares de fragmentos de restricción por 
electroforesis en gel de agarosa. Para la determinación de los tamaños de los fragmentos 
de ADN obtenidos luego del tratamiento con enzimas restricción, se realizó una electroforesis 
de los mismos en geles de agarosa junto a un marcador de peso molecular. Luego de la 
electroforesis se representó una curva con el logaritmo del peso molecular de fragmentos de 
ADN de tamaño conocido del marcador molecular frente a la movilidad de cada uno de esos 
fragmentos. A partir de la misma y por interpolación se determinó el tamaño de bs 
fragmentos analizados. Como patrones de peso molecular fueron utilizados ADN del fago 
lambda digerido con la endonucleasa de restricción H/ndlIl.
2.8. Electrotransformación de E. coli. Preparación de células electrocompetentes. La 
transferencia de ADN hacia el interior de E. coli se realizó por electroporación usando un 
equipo Gene Pulser (Bio-Rad) y en cubetas de 0,2 mi bajo las condicbnes recomendadas 
por el fabricante (25 pF, 200Q, 2,5 kV). Luego de la electrotransformación se adicionó 
inmediatamente a la suspensión bacteriana 1 mi de medb SOC (la composición de este 
medio se describe en el Apéndice de esta Tesis, (pág. 186) o LB, y la mezcla se incubó 1 
hora a 37° C para permitir la replicación del plásmido. Luego de la incubación las bacterias 
fueron plaqueadas en medb LB sólido selectivo e incubadas durante una noche a 37° C.
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Cuando fue necesario se agregó previamente a las placas 50 pl de solución de X-Gal 20 mg 
mi'1 en dimetilformamida.
Para la preparación de bacterias electrocompetentes se utilizó la técnica de Wai Ling Tung 
y King Chuen Chow (1995) (120). Las bacterias se cultivaron en el medio LB a 37° C con 
agitación de 180 rpm hasta alcanzar una D 06oonm de 0,8 unidades. Las células así obtenidas 
fueron centrifugadas a 2000 X g por 15 min. a 4o C y lavadas 2 veces con glicerol 10% v/v a 
4o C. Finalmente, las células se resuspendieron suavemente en 0,5 mi de glicerol 10% v/v, 
0,125% p/v extracto de levadura, 0,25% p/v triptona (GYT) a 0o C. La suspensión bacteriana 
así obtenida se fraccionó en alícuotas de 100 pl y se conservó a -80° C hasta el momento de 
ser utilizadas.
3. Construcción de una cepa de B. bronchiseptica marcada con la proteína 
fluorescente verde y una nueva resistencia a antibiótico
Con el fin de obtener una cepa isogénica a 8Ó9.73 que presente una resistencia a un 
antibiótico adicional a los presentes naturalmente se introdujo por conjugación biparental el 
plásmido pGB5P1 (Kmr, gentilmente provisto por la Dra. Weiss de University of Cincinnati, 
Cincinnati Ohb, EEUU) que contiene el gen que codifica para la proteína verde (groen 
fluomscen protein, GFP) en 869.73. El gen que codifica para la GFP se encuentra 
modificado en su secuencia de manera que la intensidad de fluorescencia a 488 nm se 
encuentra incrementada unas 100 veces respecto a la proteína salvaje (22). Las 
conjugaciones fueron realizadas empleando la técnica de Simón y col. (1983) (115) con 
modificaciones menores según se indica a continuación. En un microtubo de polipropileno se 
mezclaron iguales volúmenes de un cultivo de la cepa donadora E. coli S17-1 (D0 65o nm = 
0,4-0,5) conteniendo el plásmido pGB5P1 y de un cultivo de igual densidad óptica de la cepa 
receptora 8P9.73. La mezcla fue centrifugada a 700 x g durante 8 min. y el sedimento 
resuspendido suavemente en aproximadamente 50 pl de medio líquido SS. La suspensión se 
colocó en una caja de Petri conteniendo el medio SSs sin antibióticos. Luego de una 
incubación a 37° C durante toda la noche, se resuspendieron la bacterias en medio líquido 
SS y se plaquearon en medio SSs suplementado con estreptomicina (200 pg m i1) y 
kanamicina sulfato (80 pg mr1). En forma paralela se realizaron controles en los que sób se 
agregó la bacteria donadora o la receptora. Los transconjugantes resistentes a ambos 
antibiótbos ser evaluaron posteriormente en su capacidad de emitir fluorescencia a 488 nm 
como consecuencia de la expresión de la proteína GFP. A su vez se determinó la presencia 
del plásmido pGB5P1 a partir de una minipreparación del transconjugante fluorescente.
4. Construcción de mutantes de B. bronchiseptica defectivos en la expresión de un 
único factor bacteriano
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4.1. Mutagénesis al azar empleando el transposón Tn5. Como primera estrategia en la 
construcción de mutantes de B. bmnchiseptica que presentaran un LPS con estructura 
alterada, empleamos al transposón Tn5. Este transposón, contenido en un plásmido suicida 
en Bordetella pSUP1021 fue transferido por conjugación desde la cepa donadora £. cotí S17- 
1 a la cepa de Bordetella receptora, en nuestro caso 669.73.
Las conjugaciones fueron realizadas empleando la técnica de Simón y colaboradores 
(1983) (115) con las modificaciones indicadas anteriormente. La mezcla de bacterias en esta 
oportunidad fue plaqueada en medio SSs suplementado con estreptomicina (200 pg mf1) y 
sulfato kanamicina (80 pg mi'1). Se aislaron y conservaron a -80° C aquellos 
transconjugantes resitentes a ambos antibióticos.
4.2. Mutagénesis insercional sitio específica. Esta metodología consiste en cbnar una 
secuencia de ADN interna a la región codificante del gen a interrumpir en vectores 
movilizables y suicidas en Bordetella. Estos plásmidos son transferidos por conjugación a 
cepas de Bordetella y luego se seleccionan por resistencia a antibióticos los 
transconjugantes que hayan integrado al plásmido recombinante mediante un simple evento 
de recombinación homóbga (Fig. III.2). A continuación se detalla en forma conjunta la 
metodobgía común que se siguió para la construccbn de los mutantes defectivos en la 
expresión de una heptosil transferasa (mutante denominado 66LP39), o en la expresión de 
Adenilato ciclasa hemolisina (mutante denominado Bbcya~).
El fragmento interno a la región codificante de cada uno de los genes a interrumpir se 
obtuvo por PCR empleando secuencias oligonucleotídicas (cebadores o primers) diseñadas 
por nosotros en base a la secuencia del gen de interés previamente reportada (Tabla III.3). 
En todos los casos tas ensayos de PCR fueron realizados empleando un ciclador térmico 
capilar Idaho 1605 (Idaho Technology). La composición de las mezclas de reacción utilizadas 
fue: 50 mM Tris-HCI pH 8,3; 500 pg mi"1 albúmina bovina (BSA); 3 mM MgCfe; 200 pM 
dNTPS; 2 U Taq DNA polimerasa (Promega Corp.) y 10 pM de cada uno de los cebadores 
(primers) para PCR específicas. Los cebadores fueron sintetizados por DNAgency (Malvem, 
PA, USA). La mezcla de reacción fue sometida durante 15 segundos a 94° C, 35 cbbs (15 
segundos a 94° C, 10 segundos a 53° C y 15 segundos a 72° C) y por último 30 segundos a 
72° C para permitir la finalizacbn de todas las cadenas de ADN amplificadas. Finalizada la 
reaccbn de PCR, 10 pl del producto fueron sembrados en un gel de agarosa 1,5% p/v 
conteniendo 0,5-1,0 pg mi"1 de bromuro de etidio. El perfil de bandas obtenido fue 
fotografiado como se describb más arriba usando una cámara digital Kodak modeb DC 290 
bajo iluminación ultravioleta.
Los ADN moldes para la amplificación por PCR fueron obtenidos mediante lisis de 
bacterias por calor o por extracción fenólica (ver sección 2.2. de este capítulo, pág. 85). Para 
realizar la lisis por calor, las células provenientes de cultivos líquidos o sólidos (108-109 UFC) 
fueron lavadas con NaCI 1 M y resuspendidas en 100 pl agua bidestilada estéril. La 
suspensión así obtenida fue hervida por cinco minutos y centrifugada a 22000 X g durante 4
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minutos. Los sobrenadantes que se obtuvieron fueron usados como ADN molde para la
reacción de PCR.
Una vez obtenido el producto de amplificación del tamaño esperado según los primers
ADN cromosomal de BPLP39
Fig. 111.2. Esquema de construcción de mutantes por inserción sitio específica de un fragmento interno del gen a interrumpir.
En la parte nferiorde la figura se puede observar un detalle del arreglo genómico que lleva a lamutación deseada. Se indica 
con ¡X los sitios de corte de la enzima de restricción EcoRI, utilizada en los ensayos de Southern blot.
utilizados, el mismo se clonó en el vector pGemT-Easy (Promega) y se transfirió por 
electroporación a la cepa E. coli DH5a. Una vez confirmada la presencia de un inserto del 
tamaño esperado por análisis con enzimas de restricción y por secuenciamiento, el 
fragmento fue subclonado a un pásmido suicida en Bordetella (pG18mob o pG18mob según
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se detalla en la Tabla II 1.3). Luego las construcciones fueron transferidas a E. coli S17-1 y 
desde allí por conjugación a cepas de Bordetella.
Las conjugaciones fueron realizadas empleando la técnica de Simón y colaboradores 
(1983) (115) con modificaciones menores según se indicara en la sección 3. La mezcla de 
bacterias fue resuspendida en medio líquido SS y plaqueada en medio SSs suplementado 
con los antibióticos indicados en la Tabla III. 3.
Tabla 111.3. Secuencias oligonucleotídicas, vectores y estrategia de selección utilizados en la construcción de
Mulante
construido.
Primers utilizados para amplificar ia región 
intema del gen codificante a mutar.
Vector
suicida.
Selección del 
imitante.
Muíante defectivo en la 
expresión de waaC 
(B6LP39)
waaCt 5 - TTCAICAGCCCCTG -3'
pK18mob Krrf
KmrSmr
Sensibilidad a 
detergenteswaaCRn 5 - CCAGATTGACGGGT -3'
Muíante defectivo en la 
expresión de AC- Hly 
(Bbcya )
cyar 5 '-C ACCCACAGG ACT CCCAG-3'
pK18mob Knf
KmrSmr
Actividad
hemolíticacyaf 5 - TCAAGCATCGCCATCTCA -3'
5. Selección de transconjugantes.
5.1. Selección de transconjugantes con alteraciones en la estructura del LPS (BblnS 
y 6PLP39) por sensibilidad a SDS. Para la selección de los mutantes con alteraciones en la 
estructura del LPS se emplearon ensayos de sensibilidad a detergentes ya que para este tipo 
mutantes se describió que la misma se encuentra alterada. Para elb, las colonias 
transconjugantes resistentes a los antibióticos estreptomicina y kanamicina se repicaron en 
medio SS agarizado conteniendo SDS 0,02% p/v y en SSs suplementado con los antibióticos 
mencionados. La concentración de SDS utilizada correspondió a aquella que permite el 
crecimiento de una cepa con su LPS completo pero no de aquellas que presenten 
alteraciones profundas en esta estructura. Aquellos cbnes que en presencia de SDS no se 
desarrollaron luego de 48 horas de incubación a 37° C fueron seleccionados y a partir de 
ellos se realizaron los estudios de caracterización que se describen más abajo.
5.2. Selección de transconjugantes defectivos en ia expresión de AC-Hly (BbcyaA). 
Las cobnias obtenidas luego de la conjugación entre la cepa donadora E. coli S17-1 
conteniendo al plásmido pk18mob::cya y la cepa B. bronchiseptica 9.73, resistentes a fos 
antibióticos estreptomicina y kanamicina fueron repicados en medio SSs. Como primer paso 
de selección de los posibles cbnes que contengan una interrupción en el gen cyaA se 
analizó la ausencia de halos de hemolisis en el medio SSs ya que la toxina AC-Hly es la 
responsabb de la actividad hemolítica. Aquelbs cbnes que no desarrollaban hemolisis luego 
de 16 horas de incubación a 37° C fueron seleccbnados para ser analizados posteriormente 
desde el punto de vista de la estructura génica.
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6. Análisis génico de las construcciones realizadas
Para analizar las estructuras génicas obtenidas luego de las mutaciones se empleó la 
técnica de Southern blot (116). Para ello se procedió a la obtención de ADN de los 
transconjugantes y de la cepa 8Ó9.73. Estos se trataron con la endonucleasa de restricción 
EcoR\, y luego de la incubación con dicha enzima los productos obtenidos se separaron por 
electroforesis en gel de agarosa-TBE al 0.8 % p/v a 1-2 volt/cm. Una vez finalizada la corrida 
se visualizó el ADN por tinción con bromuro de etfcfio e iluminación con luz UV y a 
continuación, el gel se transferió a una membrana de nitrocelulosa o nylon (Nylon N -Hybond) 
mediante el método alcalino descripto por Chomczynski (21). Este método consiste en primer 
lugar en una incubación del gel de agarosa en una solución de desnaturalización (NaOH 0,4 
M y NaCI 3,0 M) durante 1 hora. Luego el gel se lavó durante 15 minutos con la solución de 
transferencia (8  mM de NaOH y 3,0 M de NaCI , pH 11,4) y se colocó entre papeles 
absorbentes y sobre la membrana Hybond formando un puente de papel por el que circuló la 
solución de transferencia por capitalidad durante una hora. Transcurrido ese lapso de tiempo, 
la membrana se neutralizó con tampón fosfato a pH 6 ,8  (NaH2P 04 0,2 M, Na2HP04 0,2 M) 
por 10 minutos para provocar la renaturalización del ADN. Se secó la membrana a 80° C y 
finalmente se fijó el ADN mediante exposición a luz UV de X = 260 nm durante 10 minutos.
La membrana se prehibridó con una solución conteniendo ADN de esperma de salmón 
(ver la composición en el Apéndice de este trabajo, pág 185) durante 1 hora a 58° C. 
Posteriormente se procedió a la hibridación con una sonda marcada con digoxigenina (DIG) 
a 58° C suspendida en buffer de prehibirdación durante toda la noche. Estas sondas fueron 
preparadas por PCR con digoxigenina-11-dUTP en las concentraciones indicadas en el 
producto DIG Nucleic Acid Kit de Boehringer Manheim empleando las mismas condiciones 
de amplificación que las antes descriptas. Luego de la hibridación, la membrana se lavó de la 
siguiente manera: dos lavados con 2 X SSC-SDS 0.1% p/v a temperatura ambiente y dos 
lavados con 0,1 X SSC-SDS 0,1% p/v a 60 °C. Luego se incubó la membrana en una 
solución bloqueante conteniendo 1% p/v en Tris-HC1100 mM NaC1150 mM pH 7,5 durante 1 
hora a 30° C. Transcurrido este tiempo se retiró la solución y se agregó el anticuerpo 
específico para digoxigenina marcado con fosfatasa alcalina (dilución de 1 /1 0 0 0  en la 
solución anterior). La membrana en estas condiciones se incubó durante al menos 1 hora a 
30° C. Se retiró el exceso de anticuerpo mediante dos lavados de 15 minutos cada uno con 
Tris-HC1100 mM NaC1150 mM pH 7,5, para luego equilibrar la membrana durante 3 minutos 
con Tris-HCI 100 mM, NaCI 100 mM, MgCfe 50 mM pH 9,5. Se agregó los sustratos de 
fosfatasa alcalina 9 pl NBT, 7pl BCIP en 2 mi de Tris-HC1100 mM NaCI 100 mM MgCI2 50 
mM pH 9,5 de manera de lograr el desarrollo de color. La reacción de coloración fue detenida 
con agua destilada en el momento adecuado.
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7. Complementario!) del fenotipo rugoso profundo de BÓLP39 mediante ei empieo de 
una biblioteca genómica construida en vectores moviiizables y replicativos en 
Bordetella
Con el fin de revertir el fenotipo presente en BPLP39 se construyó una biblioteca genómica 
de BÓ9.73 en un vector replicativo en Bordetella.
7.1. Construcción de una biblioteca genómica de B. bronchiseptíca 9.73 y 
complementación en trans de BPLP39. Primeramente se procedió a la obtención de ADN 
de la cepa BP9.73 mediante la técnica descripta en la sección 2 de este capitulo. El ADN así 
obtenido se digirió con las enzimas de restricción Spel y Sacl de manera de obtener tamaños 
de ADN de alrededor de 5 Kpb. El plásmido pCW504 movilizable (gentilmente donado por la 
Dra. A. Weiss (Molecular Genetics, Biochemistry & Microbiologv, Universitv of Cincinnati. 
Ohio, USA) y replicativo en Bordetella también se digirió con las mismas enzimas. Una vez 
digeridos ambos ADN, los mismos se ligaron y el producto de ligación se electroooró en E. 
coli S17-1. Las bacterias transformadas se sembraron en medio LB sólido con kanamicina y 
gentamicina. A partir de las colonias Kmr-Gm r se aislaron plásmidos ios cuaies fueron 
evaluados por digestión con Spel y Sacl para determinar el tamaño promedio de los insertos 
presentes. La biblioteca así obtenida se transfirió en masa a BÓLP39 por coniuaación 
biparental. Los transconjugantes fueron evaluados de acuerdo a la resistencia a antibióticos y 
a su capacidad de crecer en presencia de SDS 0,02% p/v. Aauelios transconiuaantes Gm! e 
insensibles al SDS fueron seleccionados. A partir de los mismos se extrajo el plásmido y 
sobre este verificó la presencia del gen waaC mediante ensayos de PCR utilizando los 
primers WaaCtotalf y WaaCtotalr ( 5 - g t a t t c t c a t c g t t g c a c c -3' y 5 -c a a c g c c a g  
GGTa t a g a c g -3 ' respectivamente). Una vez confirmado, el plásmido fue introducido 
nuevamente en BPLP39 para verificar que el inserto era capaz de complementar el fenotipo 
rugoso profundo.
8. Caracterización in vitro de los mutantes obtenidos
A fin de caracterizar fenotípicamente cada uno de los mutantes obtenidos se realizaron los 
siguientes experimentos:
Mutante de B. bronchiseptica q u e  p re se n ta  un LF5 co n  e s tru c tu ra  a lte rad a  (BbLP39)
8.1. Aislamiento del lipopolisacárluos de Bcrdeiella y análisis e n  geles de SD3- 
PAGE. Los LPS de las diferentes cepas utilizadas y construidas en este  capítu lo fueron  
aislados y analizados mediante corridas electroforéticas como ha sido descripto en  el 
capítulo II (pág. 64).
8.2. Funcionalidad dei sistema BvgAS. Con el fin de determinar si el sistema de dos 
componentes BvgAS no se encontraba alterado en su sensibilidad a los m oduladores  
conocidos in vitro se procedió a analizar la expresión d e  algunos factores regulados por este
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sistema en presencia y ausencia de agentes moduladores. Los diferentes mutantes, junto a 
la cepa parental fueron cultivadas en presencia de iones sulfato, ácido nicotínico o 
crecimiento a temperaturas menores de 2 2 ° C. Una vez crecidos en estas condiciones, se 
analizó su actividad hemolítica (marcador de virulencia) en cajas SSs y si presentaban 
movilidad (marcador de avirulencia) en agar blando. En ocasiones se determinó a su vez por 
western blot la presencia o ausencia de alguno de los marcadores de virulencia y avirulencia 
más conocidos.
8.3. Curvas de crecimiento. Las curvas de crecimiento de la cepa SÓLP39 se realizaron 
en comparación con la correspondiente de la cepa parental en erlenmeyers con medio SS a 
160 rpm y 37° C. El inóculo se realizó a partir de un cultivo en medio SSs el cual que fue 
resuspendido para obtener una DO650nm inicial de 0,2. La cinética de crecimiento se siguió a 
través de lecturas de absorbancia a 650 nm y unidades formadoras de colonias (UFC). Para 
la determinación de UFC se sembraron diluciones adecuadas en medio SSs con los 
antibióticos correspondientes las cuales se incubaron durante 48 hs a 37° C. Transcurrido 
dicho tiempo se procedió al recuento de colonias.
8.4. Obtención de proteínas de membrana externa. Para la obtención de proteínas de 
membrana externa se empleó el método descripto por Schnaitman (109) que se basa en la 
diferencia de solubilidades en detergente de éstas respecto a las de la membrana 
citoplasmática. Brevemente, las células provenientes de 10  mi de cultivo se concentraron por 
centrifugación, se lavaron y resuspendieron en HEPES 10 mM (N-2-hidroximetilpirazina-N-2- 
ácido etansulfónico) pH 7,4. Después de una sonicación refrigerada de 2 minutos las células 
enteras se removieron por centrifugación a 300 X g 10 minutos a 4o C. La cubierta de las 
células se sedimentaron a partir del sobrenadante anterior por centrifugación (20000 X a 60 
min. 4o C). El sedimento se resuspendió en HEPES 10 mM conteniendo 2% v/v Tritón X-100 
y se incubó a temperatura ambiente durante 30 minutos. El material insoluble se sedimentó 
por centrifugación (20000 X g 60 min. 4o C) y se repitió la extracción con Tritón X-100 en 
HEPES 10 mM. El sedimento final es resuspendido en 40 ul de agua y se determinó la 
concentración de proteínas por el método de Bradford utilizando como patrón seroalbúmina 
bovina (14). Las proteínas así obtenidas luego se analizaron mediante corridas 
electroforeticas como se describe a continuación.
8.5. Análisis de proteínas mediante electroforesis en celes de Doüacriiamida (SDS- 
PAGE). Las preparaciones de proteínas de membrana externa o proteínas totales 
preparadas a partir de lisis bacterianas (DOesonm = 6,0) con buffer de Laemmli (71), se 
sometieron a corridas electroforeticas en geles de poliacrilamida, con SDS y p- 
mercaptoetanol. Los geles de poliacrilamida se prepararon siguiendo el procedimiento 
descripto por Laemmli (71). En todos los casos el gel de apilamiento o stacking se preparó en 
una concentración de 4 % de poliacrilamida (acrilamida:bisacrilamida 29:1) en buffer Tris-HCi 
a pH 6 ,8  y SDS 1 pg mi"1, mientras que el gel de separación se preparó en una concentración 
del 1 2 ,5  a 15 % de poliacrilamida según se indica en las leyendas de las figuras
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(acrilamida:bisacrilamida 29:1) con Tris-HCI a pH 8 ,8  y SDS 1 pg mi'1. Las corridas se 
llevaron a cabo durante 60 a 90 minutos en equipos Miniprotean (BioRad) a 100-120 volts 
utilizando buffer de corrida cuya composición se describe en el apéndice de esta Tesis. Una 
vez finalizada la corrida, los geles se fijaron en metanol:acético:agua (volúmenes 50:10:40) y 
se finieron con Coomasie Blue y/o con plata.
8 .6 . Inmunoensayos de proteínas o de LPS (western blot). Los anticuerpos utilizados 
en estos ensayos se detallan en la Tabla III.4.
Tabla III. 4. Sueros policlonales utilizados en el presente capitulo.
Anticuerpo Características principales Referencia
a-PRN Policlonal de cobayo especifico para pertactina. Instituto Pasteur. Francia
a-FHA Policlonai de ratón específico para hemaglutinina filamentosa instituto Pasteur Francia
a-AC-Hly Policlonal de ratón específico para aden ilato ciclasa-hemolísina EstaTesis
a-LPS Policlonal de ratón especifico para LPS de SÓ9.73 Esta Tesis
a-lgG ratón Fosfatasa Alcalina
Policlonal en cabía específico para 
IgG de ratón (H+L), conjugado con 
fosfatas alcalina.
Jackson Immuno Research 
Laboratories, Inc.
Las muestras de proteínas o LPS ya sometidas a SDS-PAGE fueron transferidas a 
membranas de difluoruro de polivinildieno (PVDF) (Immobilon™, Millipore) mediante el 
equipo Mini Trans-Blot transfer Cell (BioRad) según las indicaciones del fabricante. En primer 
instancia se armó el dispositivo de transferencia con el gel a transferir y la membrana 
previamente tratada con buffer de transferencia (ver composición en el apéndice de la Tesis). 
Una vez armado, se le aplicó sobre el mismo una diferencia de potencial de 100 volts durante 
1 hora en baño de agua-hielo. Transcurrido dicho tiempo en el caso de una muestra de 
proteínas, se verificó la correcta transferencia mediante una tinción con Rojo Ponceau S (0,1 
% p/v Ronjo Ponceau en ácido acético 5% v/v). Para continuar tanto con el inmunoblot de 
proteínas como del LPS, se procedió al bloqueo de la membrana durante 1 hora a 
temperatura ambiente con 5% p/v de leche en polvo descremada en TBS cuya composición 
se describe en el apéndice de esta tesis. Posteriormente se reemplazó la solución de 
bloqueo por una solución al 5% p/v de leche descremada en TBS (TBS - leche) conteniendo 
el anticuerpo a utilizar. La membrana se incubó con dicha solución durante toda la noche a 4o 
C y con agitación suave. Se retiró la solución del anticuerpo y se realizaron seis lavados con 
Tween 80 0,05% v/v en TBS - leche. Se adicionó el segundo anticuerpo policlonal en cabra 
específico para IgG de ratón (H+L), conjugado con fosfatasa alcalina (Jackson Immuno 
Research Laboratories, Inc.) disuelto en TBS - leche y se incubó con agitación lenta durante 
2,5 horas a temperatura ambiente. Se retiró la solución del segundo anticuerpo y se 
realizaron tres lavados con TBS - leche y un lavado final con buffer para fosfatasa alcalina 
(PA) (composición en Apéndice, pág. 185). En el momento del revelado se prepara una
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solución que contiene el sustrato de la fosfatasa alcalinas consistente en 44 pl de NBT y 33 
pl de BCIP en 10 mi de PA. Se deja en dicha solución hasta desarrollo de color moento en 
que se detiene la reacción con agua destilada.
Los sueros policlonales que reconocen componentes de BP9.73 se obtuvieron de la 
siguiente manera: en primer lugar se procedió a la purificación de cada uno de los 
componentes utilizando técnicas apropiadas: para el LPS la descripta en el capítulo I y para 
obtener AC-Hly la técnica descripta en Ladant y col. (1986) (70). La cantidad de LPS obtenida 
se determinó mediante la cuantificación de 2-ceto-3-desoxi-D-mano-octulosonato (KDO) tal 
como se describe más adelante. La cantidad de AC-Hly fue determinada por la técnica de 
Bradford (14) utilizando como patrón seroalbúmina bovina.
Para la obtención del suero policlonal anti-LPS se inocularon intraperitonealmente a 3 
ratones BALB/c una cantidad de LPS equivalente a 800 ng de KDO homogeneizado 
previamente con igual volumen de adyuvante de Freund completo. Se repitieron las 
inmunizaciones por la misma vía a los 15 y 21 días con la mezcla de LPS y adyuvante de 
Freund incompleto. Luego de 7 días de la última inmunización se extrajo a blanco la sangre 
de los ratones y se obtuvo el suero. Éste último fue alicuotado y conservado hasta el 
momento de ser utilizado a -20° C. El mismo esquema de inmunización fue utilizado para la 
obtención del suero anti-AC-Hly utilizando en este caso 0,1 pg de la toxina en cada 
inoculación.
8.7. Determinación de KDO presente en los preparados de LPS. Para ello se utilizó la 
técnica descripta por Karkhanis et al. (1978) (62). Primeramente se mezclaron en un tubo 
polipropileno de 1,5 mi, 225 pl de muestra con 25 pl de H2SO4 2 N. Los tubos se calentaron a 
baño María durante 30 minutos. Luego se agregó 125 pi de H5I0 6 0,04 M en H2S 04 0,125 N 
y la mezcla se agitó. Transcurridos 20 minutos a temperatura ambiente se agregó 125 pl de 
NaAs04 2,6% p/v en HCI 0,5 N, la mezcla se agitó vigorosamente hasta desaparición de la 
coloración marrón que se presenta en los primeros momentos del agregado. Luego, se 
agregaron 250 pl de ácido tiobarbitúrico 0,6 % p/v y la mezcla se calentó nuevamente a baño 
María durante 15 minutos. En caliente se agregaron 500 pl de dimetilsulfóxido y la mezcla se 
enfrió hasta temperatura ambiente. La absorbancia se midió antes de los 30 minutos a 548 
nm. La curva de calibración se realizó con un estándar de KDO y las concentraciones de 
KDO de las muestras fueron interpoladas de dicha curva.
8.8. Ensayos de adhesión e invasión en células epiteliales in vitro. Para la realización 
de estos ensayos se utilizaron células derivadas de epitelio pulmonar humano A549 (ATCC 
CCL185) y las cepas de 8 . bronchiseptica cultivadas previamente en medio líquido.
Las células de línea se cultivaron en el medio Eagle modificado por Dulbecco 
(Laboratorios Gibco) suplementado con suero fetal bovino (SFB) 10% p/v, estreptomicina 
(100 pg mr1) y ampicilina (100 pg mi'1) hasta obtener un 70-80% de confluencia. Se 
sembraron placas de cultivo Nunclon Delta (Nunc, Rosklide, Denmark) de 24 lugares (well)
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con aproximadamente 8. 104 células por well 18 horas antes de cada ensayo. Para los 
ensayos de adhesión las células fueron sembradas sobre soportes de vidrio previamente 
dispuestos en los wells.
Los distintos mutantes ensayados y la cepa parental de B. bronchiseptica se cultivaron 
durante 12 horas a 37° C en frascos erlenmeyers agitados (160 rpm) conteniendo medio SS. 
Se suspendieron en el medio Eagle modificado por Dulbecco suplementado con SFB 10% 
p/v sin antibióticos hasta obtener una DOesonm = 0,5.
Se agregaron a cada well 8. 106 bacterias (proporción bacteriarcélulas de 100:1) y se 
centrifugaron a 300 X g durante 5 minutos. Se incubaron 2 horas a 37° C y C 02 5% y las 
monocapas celulares fueron lavadas al menos cinco veces con PBS estéril.
i) Determinación del número de bacterias adheridas. Las células A549 crecidas sobre los 
vidrios fueron fijadas con metanol. Las mismas se tiñeron con cristal violeta (0,07 % p/v en 
agua) para ser cuantificadas mediante la observación en microscopio con contraste de fase 
con aumento 1000 X. El número de bacterias adheridas por célula se determinó examinando 
al menos 50 células epiteliales.
ii) Determinación de la supervivencia intracelular. Luego de la incubación de 2 horas de 
duración y de los lavados descriptos anteriormente, las células eucariotas distribuidas en 
monocapa fueron incubadas 3 horas a 37° C, C 02 5% para permitir la invasión bacteriana a 
las células. El medio fue entonces reemplazado por 0,5 mi de medio suplementado con 
polimixina B 100 pg m i1 y se incubaron durante 1 hora a 37° C, C 02 5% con el fin de eliminar 
las bacterias que no invadieron y se encontraban fuera de las células eucariotas. Luego de la 
incubación, la solución de polimixina B fue eliminada por lavados repetidos y reemplazada 
por medio Eagle modificado por Dulbecco suplementado con SFB 10% p/v, estreptomicina 
(100 pg mi'1) y ampicilina (100 pg m i1). Las células que presentaban bacterias intracelulares 
se recuperaron tratando las monocapas con tripsina. El número de bacterias presentes se 
determinó mediante la siembra en SSs de las diluciones adecuadas. Con el fin de evaluar el 
número de células eucariotas viables, las mismas se tiñeron con el colorante vital Tripan 
blue. De esta manera se pudo calcular el número de UFC/célula eucariota.
Todos los experimentos que se han detallado fueron realizados al menos tres veces por 
duplicado. Los promedios y desviaciones estándar fueron calculados a partir de tos logio 
UFC. Las diferencias entre tos promedios fueron evaluados por un test de Student de dos 
colas con un grado de significación de P<0,05.
9. Caracterización in vivo de ios mutantes obtenidos
9.1. Ensayos de infección en animales. La cinética de colonización de las diferentes 
cepas de B. bronchiseptica fue evaluada empleando el modelo de infección murino. Para ello 
se emplearon ratones BALB/c hembras de 3 a 4 semanas de edad libres de patógenos 
provistos por el bioterio de la Facultad de Veterinaria de la UNLP. Para realizar las
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inoculaciones, los animales se anestesiaron por inhalación de éter. Como inoculo para cada 
ratón se empleó 50 pl de la suspensión bacteriana a ensayar (5. 105 UFC en PBS estéril, 
dosis subletal) proveniente de un cultivo líquido en fase logarítmica (Medio SS, 12 horas, 160 
rpm, 37° C). El número de UFC a inocular se aproximó a través de medidas de absorbancia a 
650 nm (1 unidad de Abs650nm = 3.109 UFC mi1). En ocasiones, tal como se describirá en 
Resultados se modificaron los valores de UFC o volúmenes utilizados a fin de conseguir 
situaciones particulares de infección.
Con el fin de determinar el número de bacterias que colonizaron los pulmones del animal, 
transcurridas 4 horas desde el momento de la inoculación y en distintos días, se sacrificaron 
por dislocación tres animales, a los cuales se les extrajo a través de técnicas quirúrgicas 
ambos pulmones. Estos se homogenizaron en 1,5 mi de PBS estéril con un homogeneizador 
con punta redonda de teflon de 0,966 pulgadas de diámetro (Colé Parmer) y a partir del 
homogenado se realizaron diluciones adecuadas para realizar el recuento de colonias en 
placas conteniendo SSs con los antibióticos adecuados según la cepa ensayada. Para el 
recuento de UFC las placas sembradas se incubaron a 37° C durante 48-72 horas.
Los animales utilizados fueron mantenidos en jaulas acondicionadas con viruta de madera 
estéril, la cual fue cambiada periódicamente y fueron alimentados con alimento balanceado 
estéril. Aquellos ratones a los que les fue inducida una neutropenia fueron mantenidos en 
cajas especiales de aislamiento, las cuales fueron abiertas cada vez que se requirió dentro 
del flujo laminar estéril. Durante este tipo de ensayos se realizaron recuentos del número de 
células de la serie blanca presentes en la sangre de los ratones. Para ello se utilizó la 
solución de Tuk (colorante vital azul de metileno y ácido acético al 5% v/v). Las células 
fueron contadas en cámara de Neubawer al microscopio bajo aumento 500X.
En todos los ensayos realizados los promedios y desviaciones estándar fueron calculados 
a partir de los log10 UFC. Las diferencias entre los promedios fueron evaluados por un test de 
Student de dos colas con un grado de significación de P<0,05.
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RESULTADOS
Obtención de mutantes de B. bronchiseptíca que presenten una estructura del LPS 
similar a la observada en los aislamientos correspondientes al periodo crónico
Construcción de mulantes defectivos mediante mutagénesis al azar empleando al 
transposón Tn5. En el momento que comencé mi trabajo de tesis no se contaba con 
información molecular referida a la biosíntesis del LPS, es por ello que como primera 
estrategia para la obtención de mutantes que presentaran un fenotipo rugoso profundo 
similar al observado en las infecciones crónicas, decidimos realizar una mutagénesis al azar 
empleando al tranposón Tn5. La transposición la realizamos empleando el vector suicida: el 
pSUP1021 (Km') que contiene en su secuencia al Tn5. Este vector fue transferido por 
conjugación a una cepa de B. bronchiseptíca estreptomicina resistente (Sm1) desde una cepa 
donadora E. coli S17-1 que contiene al vector. La selección de los tranconjugantes se realizó 
mediante resistencia a antibióticos, en particular se seleccionaron colonias Kmr Smr 
(codificadas en la secuencia del transposón Tn5 y en el genoma de Bordetella, 
respectivamente). Sobre los transconjugantes Kmr-Smr obtenidos se analizó la sensibilidad a 
detergentes ya que es una de las características fenotípicas que fue descripta previamente 
para mutantes del LPS del tipo deep rough (108). La concetración del detergente a emplear 
se determinó de acuerdo a la sensibilidad de la cepa parental. Así para B. bronchiseptíca CIP 
9.73 la máxima cantidad de SDS que fue posible agregar al medio de cultivo SS agarizado 
fue de 0,02% p/v. Esta concentración de SDS se utilizó en todos los ensayos de selección 
que se describen en adelante.
Así se seleccionaron clones Km y Sm resistentes y SDS (0,02%) sensibles a los que 
denominamos BbTn5 seguidos de un número. Con el fin de determinar el número de copias 
de Tn5 que se introdujeron en el cromosoma de B. bronchiseptíca se empleó la técnica de 
Southern blot utilizando una sonda específica que híbrida sólo con secuencias del 
transposón. Para ello, primeramente se aisló el ADN de las cepas mutantes y de la salvaje, 
tos cuales fueron tratados con la enzima de restricción EcoRI, enzima que reconoce un soto 
sitio a lo largo de toda la secuencia del transposón. Las muestras de ADN digeridas fueron 
sometidas a una corrida electroforética en un gel de agarosa 0,8% p/v y transferidas a una 
membrana de nitrocelulosa, la cual fue expuesta a una sonda específica para el transposón 
Tn5 anteriormente marcada con digoxigenina. Se puede observar el reconocimiento de una 
única banda. Este resultado confirma la inserción del Tn5 en un único sitio. En base a estos 
resultados se seleccionó un mutante con el LPS alterado, resistente a Km y Sm al que 
denominamos BbTn5.
Con el fin de analizar si el perfil electroforético del LPS BbTn5 se correspondía a un 
fenotipo rugoso profundo realizamos corridas en geles de poliacrilamida. Mediante esta 
técnica pudimos corroborar la presencia de una alteración en la estructura del LPS de este
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muíante tal como se muestra en la figura III.3. A diferencia de la cepa parental BB9.73 que 
presenta un perfil característico de un fenotipo liso ya descripto por Di Fabio y colaboradores 
(32), el muíante BbJr\5 sólo presenta una única banda de igual movilidad que la banda B de 
la cepa parental. Si bien el muíante BbTn5 presenta esta modificación en la estructura del 
LPS, la misma no se corresponde a un fenotipo rugoso profundo que era lo que se deseaba 
obtener.
Al igual que en los casos de los aislamientos provenientes de infecciones crónicas, el 
mutante BbTn5 no presentó actividad hemolítica en el medio SSs. La ausencia de esta 
actividad podría deberse a que la mutación afecte la síntesis/secreción de esta toxina de la 
familia RTX como se ha descripto para otras bacterias Gram negtivas (11). Sin embargo, 
antes de avanzar con los experimentos debíamos verificar que nuestro mutante no se 
hubiese construido sobre un clon avirulento espontáneo como consecuencia de un proceso 
de variación de fase irreversible. Este evento de variación irreversible ocurre con una 
frecuencia de 10'6 por lo que es posible observar la aparición de colonias avirulentas dentro 
de la población virulenta con relativa facilidad. Se analizó entonces si BbTr\5 presentaba el 
perfil proteico característico de alguna de las dos fases. Mediante la técnica de western blot 
se pudo determinar que BbTn5 no expresa los marcadores de virulencia PRN, FHA y AC-Flly 
y sí expresa el marcador de avirulencia flagelina. Sucesivos cultivos a 37° C no permitieron 
revertir ios perfiles proteicos observados, indicando que el proceso de variación observado 
fue irreversible.
Dado que las bacterias en fase avirulenta no son incapaces de infectar y establecerse en 
el hospedador (24, 25, 80) se decidió no realizar los ensayos in vivo de colonización y 
persistencia del mutante BbTn5.
Mediante análisis compartivos de la secuencia de la región interrumpida por el transposón 
Tn5 del mutante BbJn5 con los datos del Genbank, pudimos determinar que la secuencia
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problema presentaba una alta homología con genes que codifican para una metiltransferasa. 
Esta enzima estaría involucrada en varias rutas dentro del metabolismo bacteriano, no 
siendo exclusiva de la síntesis del LPS lo cual dificultaría la interpretación de los resultados. 
Es por elfo que decidimos, con la información en este entonces disponible construir mutantes 
con una alteración profunda.
Construcción de mutantes defectivos mediante mutagénesis insercional sitio 
específica
Gracias a que se identificaron y secuenciaron varios de los genes involucrados en la 
biosíntesis del LPS (1) en esta segunda etapa decidimos construir mutantes por inserción sitio 
específica.
En particular, en base a secuencias previamente descriptas del gen waaC que codifica 
para una heptosiltransferasa que interviene en la biosíntesis del core interno del LPS (108), 
diseñamos secuencias oligonucleotídicas que permitirían amplificar una región intema del 
mismo gen en B. bronchiseptica. Se amplificó así una porción interna de 200 pares de bases 
(pb) del gen waaC de BP9.73. Dicho fragmento fue clonado en un vector no replicativo en 
Bordetella (pK18mob:: waaC interno) y secuenciado, dando un 97% de identidad con el 
cósmido BPLPS1 de B. bronchiseptica (AJ007747), 97% con el mismo gen de B. pertussis 
(X90711) y 54% de identidad con la correspondiente heptosiltransferasa I de £. coli 
(AF019476).
El plásmido recombinante pK18mob::waaC, movilizable y suicida en B. bronchiseptica, fue 
introducido desde la cepa donadora E. coli S17-1 a la receptora BP9.73 por conjugación. Los 
transconjugantes fueron seleccionados mediante la resistencia a los antibióticos 
estreptomicina (Sm) por la cepa receptora y kanamicina (Km) por el plásmido integrado. A 
partir de las colonias SmrKmr se seleccionó un muíante rugoso profundo de acuerdo a la 
sensibilidad a SDS 0,02% p/v de aquí en más denominado BÓLP39.
A fin de determinar si el evento de recombinación se produjo en un solo sitio del 
cromosoma de B. bronchiseptica y sobre el lugar pretendido, se realizó un blotting utilizando 
la técnica descripta por Chomczynski (21). En primer lugar, el ADN de las cepas mutantes y 
de la salvaje fueron digeridos con EcoR\, enzima que reconoce un único sitio a lo largo de 
toda la secuencia del vector pK18mob. Luego, las muestras digeridas fueron sometidas a 
una corrida electroforetica y a una transferencia hacia una membrana de nitrocelutosa para 
ser revelada con una sonda, específica para el fragmento interno del gen waaC marcada con 
digoxigenina. En la figura III.4 donde se muestra el resultado del Southern blot se puede 
observar que la sonda mencionada híbrida con una única banda en la cepa salvaje mientras 
que en BÓLP39 se observan dos bandas de menor tamaño. Como se esperaba, la suma de 
los tamaños de estas dos bandas (4,2 Kpb y 6,3 Kpb) da como resultado el tamaño de la 
única banda presente en la cepa salvaje (6,8 Kpb) más 3,7 Kpb correspondientes al vector 
utilizado (pK18mob). Este resultado confirma que estamos frente a un único inserto de
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nuestro vector y que se encuentra en el gen waaC, tal como se deseaba. Este muíante al 
que denominamos BÓLP39, fue repicado y conservado a -80° C tal como se describe en 
materiales y métodos para ser utilizado en los diferentes ensayos que se detallan a lo largo
de esta Tesis.
Fig. 111.4. Southern blot de los ADN obtenidos de la cepa parental 
Bb9.73 y del muíante B£>LP39 y digerido con EcoRI. Para el revelado se 
empleó una sonda marcada por digoxigenina y obtenida por PCR. La 
misma corresponde a una región interna del gen waaC.
Análisis de la estructura del LPS del mutante de cepa B. bronchiseptica, BbLPZS 
mediante corridas electroforeticas. Teniendo en cuenta que el gen interrumpido waaC 
codifica para la heptosiltransferasa necesaria para la adición de la primera heptosa al lípido 
A-KDO (Fig. III. 1) (1) es esperable que la mutación en dicho gen conduzca a un fenotipo del 
LP-S del tipo rugoso profundo (28, 68, 108). Con el fin de analizar el perfil del LPS del mutante 
BÓLP39 realizamos corridas electroforéticas en geles de poliacrilamida conteniendo SDS. 
Como se observa en la figura III.5, mientras que la cepa parental BÓ9.73 presenta las bandas 
características de! LPS descriptas para esta especie (32), el LPS de BÓLP39 posee una única 
banda de mayor movilidad electroforética respecto a todas las presentes en la cepa parental.
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Este patrón de corrida electroforético es consistente con el fenotipo rugoso profundo
descripto para otras bacterias Gram negativas (99, 108)
Fig. 111.5. SDS-PAG E 17,5% p/v de los extractos purificados de LPS de las cepas BÓ9.73 y 
BÓLP39 e inm unoensayo de los m ism os. A . Perfiles de la cepa BÓ9.73 en estado v iru len to  
(línea 1) y de BÓLP39 en estado v iru lento  (línea 2). B. Inm unob lo t de las m uestras del panel 
A. Los LPS transfe ridos fueron expuestos a un suero  proveniente de un ratón infectado con 
BÓ9.73. La obtención del suero se realizó a los 10 m eses de la inocu lación  con BÓ9.73.
Reactividad del LPS de la cepa fí£>LP39 frente a sueros. Los aislamientos de B. 
bronchispetica, provenientes de infecciones crónicas, presentan como ya se ha discutido 
más arriba, un LPS trunco o rugoso profundo en principio similar al obtenido por nosotros. La 
estructura del LPS presente en los aislamientos de B. bronchiseptica obtenidos durante la 
infección crónica no es reconocida por sueros obtenidos del paciente infectado (trabajo 
realizado por Dra. Hozbor en colaboración con el Instituto Pasteur, París). Es en base a este 
resultado que decidimos analizar la actividad inmunoiógica del LPS de BÓLP39 frente a un 
suero proveniente de un ratón infectado con BÓ9.73. Cuando se llevaron a cabo 
inmunoensayos a través de la técnica de western blot, el suero proveniente de un ratón 
infectado con la cepa parental BÓ9.73 reconoció todas las formas presentadas por el LPS 
completo, sin embargo no pudo reconocer al LPS rugoso profundo de SÓLP39 en las 
condiciones utilizadas en nuestro laboratorio (Fig. III.5).
Complementación del fenotipo rugoso profundo presente en B6LP39. Para confirmar 
que los cambios fenotípicos observados en BPLP39 se debían en forma exclusiva a la 
construcción realizada por nosotros y no por algún otro efecto no controlado, se realizó una 
complementación en trans empleando una biblioteca genómica a partir del ADN de BÓ9.73. 
Este ADN fue digerido en forma parcial con las enzimas de restricción Sacl y Spel. Los 
fragmentos así obtenidos se insertaron en el vector pCW504 replicativo en B. bronchiseptica 
(129). Los plásmidos recombinantes luego fueron transferidos desde una cepa donadora E. 
coli S17-1 hacia la cepa receptora BPLP39. Los transconjugantes fueron seleccionados por
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resistencia a antibióticos y por resistencia al SDS. A partir de una cepa resistente a los
antibióticos y a la presencia de SDS pudimos aislar un plásmido que contenía un fragmento
de 5.9 kpb capaz de complementar el fenotipo rugoso profundo (Fig. III.6). Además, utilizando 
como molde a este plásmido pudmos amplificar por PCR un fragmento del tamaño esperado 
(1529 pb) con los primers totaiwaacf y totaiwaacr específicos oara recibicer ak geb waaC, 
indicando la presencia de este gen en el fragmento clonado.
Caracterización fenotípica in vitro dei mutante defectivo BÓLP39
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Fig. 111.6. SDS-PAGE 17,5% p/v de los LPS purificados mediante la técnica 
descripta en el Capítulo II (pág. 56) (a partir de B69.73 (línea 1), 
B6LP39: :pCW504: waaC (línea 2) y BbLP39 (línea 3).
El objetivo de la construcción de este mutante fue poder determinar de que manera la 
presencia de un LPS trunco participa en el establecimiento de un proceso crónico de 
infección. Con el fin de comprobar que no se encuentran otras alteraciones que impidan la 
correcta interpretación de los resultados evaluamos, en primer lugar, la cinética de 
crecimiento in vitro de BbLP39. Luego se caracterizo la expresión proteica de este mutante 
haciendo hincapié en aquellas proteínas que han sido descriptas como imprescindibles para 
el establecimiento de la infección. Finalmente también observamos si la modulación a través 
del sistema de dos componentes se encontraba funcional a fin de garantizar una correcta 
expresión de los genes vag y vrg durante la infección.
Caracterización del crecim iento in  v itro  d e  B b L P 3 9 . S e  a n a lizó  e l d e s a rro llo  d e l 
mutante en frascos erlenmeyers utilizando el medio sintético de Stainer Scholte, ya descripto 
como óptimo para cultivo de este microorganismo. Los frascos se inocularon con una 
suspensión bacteriana de forma de alanzar una densidad óptica a 650 nm de 0,2. y a partir
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de ahí a distintos tiempos fueron tomadas alicuotas de forma de ir registrando a l o largo del
tiempo valores de densidad óptica y número de unidades formadoras de colonias (UFC) Los 
datos obtenidos en comparación con la cepa parentai se muestran en la figura lII.7. Gomo 
puede observarse, la cepa muíante BóLP39 presenta una cinética de crecimiento similar a la 
de la cepa parental, alcanzando ambas un número máximo de aprox. 8x109 UFC/mi con una 
velocidad de crecimiento de aproximadamente 0,24 h-1
Fig. 111.7. Cinética de crecimiento en cultivos batch de B b9 .73  ( ) y BÓLP39 ( ). Los
cultivos fueron realizados a 37° C y 160 rpm en medio SS líquido suplementado con antibióticos 
según correspondiera. En los tiempos indicados se determinó la DO650nm de cada cultivo.
Análisis del perfil de proteínas de membrana externa presentes en BBLP39. Con el fin
de analizar si la mutación en el LPS conduce ademas e una modificación en le expresión de 
las proteínas de membrana externa (OMP» tai como se na oescnoto en otros mulantes deep 
rough (89) realizamos corridas electroforéticas en geles de pnjjacriiamída de muestras 
obtenidas de la cepa parental y las del muíante BbLr¿y. cas preparaciones ennauecsaas en 
OMP fueron obtenidas de ambas cepas empleando la técnica descripta por Schnaltman et al 
(1970) (109) basada en la diferencia de solubilidad en detergente de *as proteínas de 
membrana extema y las de la membrana citoplasmátlca. Las muestras asi obtenidas fueron 
sometidas a corridas electroforeticas en geles de poliacrilamida conteniendo SDS. como 
puede observarse en la figura III.8 los perfiles obtenidos para ambas cepas resultaron ser 
similares cuali o cuantitativamente entre sí y similares también a los previamente descriptos 
para Bordetella (121).
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Análisis de la modulación de fase de BbLP39. Con el fin de avanzar en la
caracterización de BbLP39, se estudió la funcionalidad del sistema BvgAS. La proteína BvgS 
de este sistema se encuentra en la membrana cltoplasmaiica de la bacteria sensando los 
cambios que se producen en el medio exterior y reguíano o a través de BvgA la expresión de 
varios factores de virulencia de la bacteria (20, 66, 133). Las modificaciones presentes en el 
LPS de 8ÓLP39 podrían afectar la transduccíén oe sena les de este sistema por estar en 
parte contenido en la superficie de la bacteria. Por lo tanto se analizó la funcionalidad del 
sistema BvgAS a través de la evaluación de la respuesta de BbLP39 frente a la presencia de 
moduladores conocidos. Se sometieron así a las cepas Bb9.73 y  BbLP39 a distintas 
condiciones moduladoras: a) crecimiento a 22° C y b) en presencia de sulfato de magnesio 
40 mM. Pasado un período de incubación de ¿4 hs se procedió a analizar la expresión oe ia 
actividad hemolítica debida a AC-Hly como marcador de virulencia a través de la observación 
del halo de hemolisis en placas de Petri conteniendo el medio supiemeniaoo con sanare. 
A través de estos ensayos se pudo establecer que ambas cepas responden normalmente a 
la presencia de los moduladores no expresando actividad hemolítica en condiciones de 
cultivo avirulento. También se pudo observar que en condiciones de cultivo virulento, es decir 
en ausencia de los moduladores, ambas cepas presentaban un halo de hemolisis de similar 
diámetro.
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Fig. 111.8. SDS-PAGE de proteínas de membrana externa obtenidas 
por la técnica de Schnaitman et al (108) a partir de cultivos de: 8P9.73 
(línea 1) y fíbLP39 (línea 2) ambas en fase virulenta. Las proteínas 
fueron teñidas con coomasie blue.
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Análisis de la expresión de ios principales fació res ae virulencia ae ¿folPó» lAu-niv, 
FHA y PRN). En la bibiiografia se encuentran datos sobre motantes en otras bacterias Gram 
negativas que presentan un fenotipo dei LPS dei tipo rugoso profundo con alteraciones a 
nivel de la expresión de ciertas proteínas, en particular las que pertenecen a la familia de 
toxinas denominadas RTX (por repetición en toxina) o se encuentran en ia membrana 
externa de la bacteria (11,91,118,126). Es en este marco teórico que decidimos analizar para 
BbLP39 el nivel de expresión de ios factores de virulencia previamente caracterizados como 
AC-Hly, perteneciente a la familia de toxinas RTX, y PRN y FHA, presentes ambas en la 
membrana externa de la bacteria. Para eiio realizamos un anaiisis semicuaniitanvo ae ia 
expresión de los determinantes de virulencia mediante el empleo de la técnica de inmunobiot 
usando antisueros específicos policionaies snil-AC-Hiy, ami-Prn y antl-FHA. los inmunobiois 
se realizaron a partir de proteínas totales obtenidas de Usados bacterianos de la cepa 
muíante y de la parental. Como se muestra en la figura íii.9. ios diferentes sueros 
policionaies específicos para ios factores de virulencia analizados permitieron detectar ia 
presencia de AC-Hly, PRN y FHA en Bb9.73 y BbLP39 cultivadas en condiciones ae 
virulencia. Sin embargo, para BbLP39 se pudo observar una disminción de la expresión de
Fig.lll.9. Análisis semicuantitativo de la expreión de los principales factores de virulencia de B¿>9.73 
y B£>LP39. A. SDS-PAGE de los Usados de bacterias correspondientes a un total de 108 bacterias de 
B69.73 en fase avirulenta (línea 1), B69.73 en fase virulenta (línea 2) y B¿»LP39 en fase virulenta 
(línea 3).B a D. Inmunoensayos del gel presentado en A. Suero anti-AC-Hly (B), suero anti-FHA(C) 
ysueroanti-PRN(D).
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ambas adhesinas siendo más pronunciada la correspondiente a PRN. El nivel presentadu 
para AC-Hly fue indistinguible entre ambas cepas.
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Construcción de un mutante de B. bronchiseptica defectivo en ia expresión dei gen 
cyaA. Como hemos mencionado anteriormente, modificaciones en ia estructura dei LPS 
pueden ocasionar modificaciones en la expresión de diferentes proteínas, en general 
presentes en la membrana extema de la bacteria. Este fenómeno no es exclusivo del género 
Bordetella y ha sido descripto en otras bacterias Gram negativas (11, 33, 69, 89, 91,113, 114, 
136).
A lo largo del proceso infeccioso crónico de B. bronchiseptica la toxina AC-Hiy v el LPS 
sufren cambios en su expresión y en su estructura respectivamente (48). Teniendo en cuenta 
los antecedentes que relacionan a estos dos componentes, es posible suponer aue ios 
cambios observados in vivo podrían encontrarse relacionados entre sí. Sin embargo el 
mutante 8ÓLP39 construido por nosotros como hemos demostrado mas arriba, no presenta 
disminución en la expresión de AC-Hly. Con el fin de analizar la relación inversa, es decir si 
la vía de biosíntesis de AC-Hly altera el fenotipo dei LPS se procedió a construir un muíante 
insercional sobre el gen cyaA, que codifica la toxina. Con tai fin se clonó un fragmento interno 
del gen cyaA en un vector movilizable y suicida en Bordeieiia. Este píásmído recombinaníe 
fue transferido a B. bronchiseptica 9.73 por conjugación y los transconjugantes fueron 
seleccionados de acuerdo a la resistencia codificada en ei cromosoma de ia cepa receptora y 
la del plásmido integrado en el genoma a través de un único evento de recombinación 
homologa. Los transconjugantes resistentes a los antibióticos estreptomicina (resistencia 
codificada en el genoma de la cepa parental) y Ranarnicina (resistencia obtenida por ia 
presencia del vectro insertado) fueron entonces evaluados en cuanto a ia expresión de ia 
AC-Hly a través de ensayos de hemolisis en el medio SSs y western bioi empleando un 
antisuero específico anti-AC-Hly. Se seleccionó así una cepa Smr. Kmr v AC-Hiv~ aue 
denominamos Bbcya . Para verificar que las colonias no hernoilticas (Hly ) seleccionadas no 
fueran variantes de fase avirulenta ya que la expresión de AC-Hiv esiá reauiada por ei 
sistema de dos componentes BvgAS (46, 72, 101), se evaluó la expresión de marcadores de 
avirulencia. En particular se evaluó la presencia de fiaqeio a través de ensayos de movilidad 
(este fenotipo de aquí en más lo abreviaremos como Mov) en paralelo con la expresión de un 
factor de virulencia ia adhesina FHA también regulada por s! sistema BvgAS. Efectivamente 
pudimos verificar que nuestra construcción se encontraba sobre una vanante virulenta que 
era io buscado ya que ia colonia seleccionada era Mov-  y expresaba el factor de virulencia 
FHA.
El análisis genómico de la construcción hecha en BbcyaA se realizó a través de Southern 
blot empleando una sonda específica marcada con digoxigenina (Fig, 111.10). Los resultados 
obtenidos confirman la correcta inserción del plásmido recombinaníe en el gen cyaA 
causando que la toxina AC-Hly no se exprese (Fig. ¡11.11).
Con el fin de observar si las alteraciones sobre el gen cyaA inducen cambios sobre la 
estructura del LPS se purificó esta molécula a paítii de cultivos de BuCya a 37°C. El LPS 
presente en esta cepa (Fig. 111.12) presenta las bandas características de la especie, es decir
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¡as bandas A  y B de mayor movilidad junto a una banda de tamaño heterogéneo de menor 
movilidad correspondiente al LPS completo (iípido A- core-trisacárido-antígeno O).
1 2
Fig. 111.10. Southern blot de ADN genómico digerido con EcoRI de B b 9.73 (línea 1) y BbcyaA~ (línea 2). 
Se utilizó como sonda el fragmento intemo amplificado con UTP marcada con digoxigenina.
Ni la movilidad de las bandas ni la cantidad relativa de ninguna de ellas presentaron 
diferencias respecto de los del LPS proveniente de la cepa parental cultivada en las mismas
condiciones.
Fig. 111.11. Análisis semicuantitativo de la expresión de adeniiato ddasa hemolisina 
(AC-Hly) de BtG.73 y BbcyaA  . A. SDS-PAGE 12% p/v de los lisados de bacterias 
correspondientes a un total de 10 bacterias de BtG.73 en fase virulenta (línea 1), 
Bb9.73 en fase avirulenta (línea 2) y BbcyaA~ en fase virulenta. B. Inmunoensayos del 
gel presentado en A. Utilizamos para el revelado un suero policlonal anti-AC-Hly.
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Fig. 111.12. SDS-PAGE 17,5% p/v de los LPS purificados mediante la técnica 
descrita por Valverde et al a partir de B69.73 (línea 1), BbcyaA (línea 2) y 
B6LP39 (línea 3).
Caracterización fenotípica ¡n vivo de mutante defectivo BÓLP39.
Cinética de infección de BÓLP39 empleando el modelo de infección intranasai en 
ratones. Con el objetivo de analizar si los cambios en la expresión de proteínas y la 
aparición de un fenotipo rugoso profundo del LPS observados durante el desarrollo de un 
proceso infectivo (48, 49) se corresponden con un mecanismo de evasión desarrollado por ia 
bacteria en respuesta a la defensa montada por el hospedador, hemos diseñado una serie de 
experimentos de infección en ratones teniendo en cuenta la cinética de aparición de 
respuesta inmune en el hospedador. Se ha descripto aue entre los 25 y 40 días Desinfección 
es posible detectar la presencia de anticuerpos específicos contra PRN, FHA, AC-Hiy y ei 
LPS (84). Luego de este tiempo post-inoculación cuando se esperaría aue la bacteria cambie 
de perfil proteico y de estructura del LPS a fin de persistir dentro del hospedador. Nuestros 
ensayos consistieron entonces en realizar una primera infección con ia cepa parental 
siguiendo un protocolo clásico de infección en ratones luego, realizar una segunda infección 
en el momento que hubiera respuesta inmune específica. Cierto tiempo después de ia 
segunda infección procedería al aislamiento de las colonias que hubieran superaao ia 
respuesta inmne montada después de la primera infección. Sin embargo, esta situación no 
pudo ser evaluada ya que no se pudieron aislar colonias quizás como consecuencia de ia
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respuesta inmune presente en el momento de la segunda inoculación. Por lo tanto, estos 
ensayos no permitieron simular la situación presente a lo largo de una infección crónica.
Con el fin de lograr colonización en la segunda infección decidimos realizar el experimento 
descripto anteriormente pero inoculando la segunda vez con bacterias que presentaban un 
fenotipo de superficie rugoso profundo diferente al de las bacterias inoculadas primeramente 
(cepa parental). La segunda inoculación se realizó a los 34 días después de la primera 
inoculación ya que en ese momento la respuesta inmune del hospedador habría comenzado 
a desarrollarse. El experimento consistió entonces, en inocular grupos de ratones con la cepa 
parental en dosis subletales, estos ratones fueron divididos en dos grupos y a una mitad de 
la población de ratones se le inocularon por vía intranasal alrededor de 5. 104 bacterias de la 
cepa SÓLP39 (Kmr y Smr) y al resto la misma cantidad de la cepa parental pero marcada con 
la proteína fluorescente verde GFP y Km (SbGFP Kmr y Smr). Esta última bacteria no 
presenta diferencias respecto a la cepa parental en cuanto a la cinética de infección en un 
modelo murino de infección simple (Fig. 111.13). Este número de bacterias que se inocularon 
por segunda vez correspondía a la cantidad de bacterias que se recuperarían del pulmón de 
un ratón infectado con la cepa parental a los 34 días post infección.
Días post-inoculacón
Fig. 111.13. Ensayos de infección de 6. bronchiseptica ir) vivo. R atones BALB /c hem bras de 3 sem anas de 
edad fue ron inoculados por vía in tranasal con 50 ul con aprox. 5 .10s de B¿9.73( ) o B tG  FP ( ),
am bas en fase v iru lenta . En los d ías posteriores al m om ento de la inoculación ind icados, los ra tones 
fueron sacrificados. A  partir de cada ratón se extra jeron los pu lm ones los cu a les fue ron  hom ogen izados, 
d ilu idos y p laqueados adecuadam ente para realizar e l recuento de bacterias. Los va lo res  representan el 
prom edio obtenido de tres  ratones en cada punto.
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Transcurridas 4 y 72 horas desde el momento de la reinoculación se realizaron los 
recuentos de las bacterias en los pulmones de los ratones infectados. Los resultados 
obtenidos mostraron que a las cuatro horas post inoculación se recuperaron colonias tanto 
de los pulmones obtenidos los ratones infectados con la cepa parental marcada con el 
plásmido pBG51 como los de los ratones infectados con la cepa muíante BÓLP39. A las 72 
horas post-inoculación, sin embargo, no fue posible observar colonias en ninguno de tos dos 
casos (Fig. 111.14). Acompañando este descenso en el número de bacterias viables a ias 
cuatro horas postinoculación se pudo observar una caída significativa en el número de la 
cepa parental BP9.73 inoculada en la primera infección respecto al presente en el momento 
de la reinoculación (tiempo cero de la segunda inoculación) (Fig. III.14).
En base a estos resultados y con el fin de evitar la presencia de ia respuesta inmune 
contra la bacteria ya presente a tos 35 días postinfección, se decidió repetir el procedimiento 
anterior reinoculando 5 días después de la primera infección. En esta etapa de ia infección, 
sólo se encuentra presente la respuesta innata y aún no es posible detectar la presencia de 
una respuesta humoral contra la infección. Nuevamente, transcurridas 72 horas no se 
recuperaron bacterias de la cepa BPLP39 de tos pulmones de ios animales sacrificados (Fig. 
111.15). Sin embargo, en esta oportunidad, la cepa BbGFP fue capaz de sobrevivir en ei 
animal por un tiempo más prolongado, con una cinética de eliminación similar a ia de ia cepa 
inoculada originalmente (Fig. 111.15).
Los resultados anteriores parecieran indicar que la BPLP39 presenta dificultades en iniciar 
el proceso infectivo como producto de la propia mutación presente en ei c¡en v/aaC. Con ei fin 
de analizar este aspecto evaluamos en forma comparativa con la cepa parental ia cinética de 
infección de BPLP39 en ratones BALB/'c a iravés de un ensayo clásico de infección. 
Inoculamos ratones por vía intranasal con dosis subletaies ia cepa 8.ÓLP39 (5.105 UFO en 50 
pl de PBS) y analizamos a distintos días el progreso de ia Infección mediante recuento de 
colonias en tos pulmones del ratón infectado (Fig. i i i. 16). Para eiio a cada tiempo 
postinfección se sacrificaron ratones a tos que se les extrajeron ambos pulmones y se 
plaquearon diluciones adecuadas de tos nomogenaaos en piacas SSs de forma de poder 
realizar el recuento de colonias. La cepa parental BÓ9.73 presentó ei perfil clásico de 
infección (47) consistente en un aumento en el número de colonias durante los primeros diez 
días para luego comenzar a descender lentamente, pudiéndose obtener algunas pocas 
colonias transcurridos 40 días postinfección Sin embargo, en el caso de la infección con ia 
cepa B6LP39 a 72 horas después del momento de la inoculación no fue posible observar ia 
presencia de colonias en tos pulmones de los ratones infectados
Esta deficiencia observada en el inicio de ia infección imposibilitó realizar ei análisis de ia 
importancia de la presencia del LPS trunco en un proceso crónico, ya que el proceso 
infeccioso en si no logra iniciarse. Para verificar si realmente BbLP39 presentaba aiguna 
alteración en las primeras etapas de la infección realizamos ensayos de adhesión in vitro
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Días post-inoculación
Fig. 111.14. Ensayos de infección de B. bronchiseptica in vivo. Ratones BALB/c hembras de 3 semanas de 
edad fueron inoculados por vía intranasal con 50 ul con aprox. 5. 105 de BÓ9.73 en fase virulenta. 
Transcurridos 34 días la mitad de los animales se reinocularon con (A) 5 .104 bacterias BbGFP ( ) o
(B) 5 .104 bacterias B6LP39 ( ). En los días posteriores al momento de la inoculación indicados los
ratones fueron sacrificados. A partir de cada ratón se extrajeron los pulmones los cuales fueron 
homogenizados, diluidos y plaqueados adecuadamente para realizar el recuento de bacterias. Los 
valores representan el promedio obtenido de tres ratones en cada punto.
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Días post-inoculación
Fig. 111.15. Ensayos de infección de B. bronchiseptica ¡n vivo. Ratones BALB/c hembras de 3 semanas de 
edad fueron inoculados por vía intranasal con 50 ul con aprox. 5. 105 de BP9.73 en fase virulenta 
Transcurridos 5 días la mitad de los animales se reinocularon con (A) 5.10* bacterias BbGFP ( )  o (B) 
5.10* bacterias BPLP39 ( ). En los días posteriores al momento de la inoculación indicados los
ratones fueron sacrificados. A partir de cada ratón se extrajeron los pulmones los cuales fueron 
homogenizados, diluidos y plaqueados adecuadamente para realizar el recuento de bacterias. Los 
valores representan el promedio obtenido de tres ratones en cada punto.
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F ig . 111.16. Ensayos de infección de B. bronch¡séptica m vivo. Ratones BALB/c hem bras de 3 sem anas de 
edad fueron inoculados por vía intranasal con 50 ul con aprox. 5. 10“ de B £9 .73 ( ) o B/bLP39
( - * r -  ). am bas en fase viru lenta. En los días posteriores al m om ento de la inocu lac ión  indicados los
ratones fueron sacrificados. A  partir de cada ratón se extra jeron los  pu lm ones los cuales fueron 
hom ogen izados, d ilu idos y p laqueados adecuadam ente para rea lizar el recuento de bacterias. Los 
va lores representan e l prom edio obtenido de tres ratones en cada punto.
Adhesión y supervivencia de BbLPZB en cultivos in vitro. Con e! fin de analizar si la 
ausencia de las estructuras distales del LPS de la superficie de la bacteria afecta el proceso 
de adhesión a células epiteliales se realizaron ensayos de adhesión in vitro empleando 
células derivadas del epitelio pulmonar humano (A549). La elección de esta línea celular se 
basó en que este tipo de tejido es el que B. bronchiseptica encuentra en el transcurso del 
proceso infeccioso.
Los ensayos consistieron en incubar las suspensiones bacterianas de cada una de las 
cepas a analizar con cultivos de las células epiteliales desarrolladas hasta un 70-80% de 
confluencia. Para facilitar el proceso de adhesión y posterior invasión, se centrifugaron ias 
bacterias sobre las monocapas de las células eucariotas. Transcurridas dos horas de 
incubación, se determinó el número de bacterias adheridas por célula epitelial. Los 
resultados obtenidos mostraron que el número de bacterias de la cepa mutante SÓLP39 
adheridas a las células eucariotas fue significativamente menor (5 + 4 bacierias/céiuia 
epitelial) respecto al correspondiente de la cepa parental (62 ± 5 bacterias/células epiteliales) 
(Fig. 111.17). Más aún la distribución de 8PLP39 a lo largo de los campos observados fue de
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Fig. III. 17. M icrografías por contraste  de  fase con aum ento 1000X. Adhesión  de la cepa 
(A) parenta l BÓ9.73 y (B) m utante B6LP39 sobre cé lu las ep ite lia les a lveo lares hum anas 
(A549). Las fo tografías son representativas de tres experim entos independ ientes entre  
si._______________________ ______________________________________________________________
pudieron ser seguidos más alia del octavo día debido a que la viabilidad de las células
eucariotas decrecía rápidamente una vez transcurrido ese período.
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manera errática encontrando mayoritariamente células bacterianas en el espacio intracelular 
y algunas pocas sobre las células eucariotas, no así en el caso de la cepa parental en donde 
las bacterias se encontraban circunscriptas a la superficie de las células eucariotas. A pesar 
del descenso observado en el número de bacterias adheridas de B6LP39 se pudo observar 
que la pequeña población que permanecía sobre las células epiteliales era capaz de iniciar 
un proceso de invasión y supervivencia en la célula epitelial. Esta capacidad de invadir 
células eucariotas fue previamente descripta por varios autores (50, 107). La cinética de 
supervivencia intracelular de la cepa mutante fue similar a la de la cepa parental (Fig. 111.18). 
Para ambas cepas, en los primeros 5 días la cantidad de bacterias por célula epitelial 
disminuyó para luego aumentar de manera constante. Los ensayos de superviviencia no
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Fig. 111.18. Supervivencia intracelularde la cepa parental 069.73 (- t - )  y mutante S6LP39 ( ) en
la línea celular A549 derivada de epitelio pulmonar humano. El número de UFC porcada 100 células 
alveolares fue determinado en los tiempos indicados. Los datos representan el promedio de tres 
experimentos independientes entre sí.
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DISCUSION
El lipopolisacárido (LPS) es considerado como un factor de virulencia para muchos 
patógenos Gram negativos (77). Sin embargo, dentro del género Bordetella la asignación de 
roles para esta macromolécula resultó postergado debido a que durante mucho tiempo las 
investigaciones sobre Bordetella se focalizaron sobre los factores de naturaleza proteica. 
Sólo recientemente, gracias a los avances logrados a nivel bioquímico y genético sobre las 
vías de biosíntesis y ensamblaje del LPS que permiten la construcción de mutantes 
definidos, se ha comenzado a vislumbrar la importancia del LPS en el desarrollo de la 
infección (16, 94).
Así, Spears y colaboradores aislaron y caracterizaron dos mutantes de B. avíum defectivos 
en wlb. Estos mutantes con el LPS alterado resultaron ser incapaces de de desarrollar 
efectivamente la colonización en la tráquea de los pavos. Se observó además que deleciones 
en wlb de las otras tres especies, B. pertussis, B. parapertussis y B. bronchiseptica conducen 
a un LPS incompleto. Esta alteración en el LPS permitió demostrar que el LPS completo es 
esencial en la virulencia de cada una de estas especies. West y colaboradores (2000) (137). 
describieron que un mutante resultante de una inserción en el gen que codifica para una 
fosfoglucomutasa (Bb7S65pgm) presenta disminuida su capacidad de sobrevivir tanto in vitro 
como in vivo. Sin embargo en ninguno de estos trabajos se describe el rol del fenotipo deep 
rough del LPS que es uno de los observados durante la infección causada por B. 
bronchiseptica en humanos. Más aún, todavía no se le ha asignado ningún rol al LPS durante 
el período de cronicidad de la infección. Esta etapa de la infección es ia menos estudiada 
pero no por elb la menos importante. Las bacterias que persisten contribuyen a ia existencia 
de focos de contagio dificultando una erradicación efectiva de ia enfermedad por io que 
resulta esencial avanzar en el conocimiento de los distintos factores que están involucrados 
en esta etapa.
Para esclarecer entonces la contribución del LPS y su variabilidad estructural en la 
patogénesis y persistencia de 8. bronchiseptica en ei hospedador hemos dirigido nuestra 
investigación hacia la construcción y caracterización tanto in vivo como in vitro de un mutante 
de 8. bronchiseptica que presenta un LPS alterado similar al observado en un proceso 
infeccioso.
Al inicio de mi trabajo de tesis el grado de conocimiento aicanzaao sobre ia estructura aei 
LPS y los genes involucrados en la síntesis del LPS de 8. bronchiseptica era escaso. Es por 
ello que como un primer paso en el estudio de esta macromolécula se decidió obtener un 
mutante con el LPS alterado empleando la estrategia de muiagénesis ai azar. La misma se 
realizó mediante el empleo del transposón Tn5 (presente en ei piásmido suicida pSüP102i) 
sobre una cepa caracterizada, 809.73 (proveniente aei instituto Pasieur de París, Francia) 
que presenta un LPS completo. En base a características ísnoíípicas ya descriptas tales 
como la alteración de la sensibilidad a detergentes, se seleccionaron transconjugantes de 8. 
bronchiseptica que podrían contener alterado su LPS. A partir de estos transconjugantes se
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obtuvieron los LPS y se los sometieron a corridas electroforéticas. Se seleccionó un 
transconjugante (de aquí en más denominado BbTn5) que presentó una profunda 
modificación en la estructura del LPS con un perfil electroforético consistente en una única 
banda de movilidad ligeramente mayor a la banda B de la cepa parental. Este perfil se 
correspondería con una estructra del LPS carente de antígeno O, trisacárido y parte 
importante del core. Mediante ensayos de Southern blot pudimos verificar que el fenotipo 
observado se debía a una única inserción del transposón Tn5 y mediante la secuenciación 
de las regiones adyacentes al sitio de inserción del mismo pudimos determinar que el gen 
alterado se correspondía con una metiltransferasa. Para avanzar en la caracterización de 
Bbln5  analizamos la expresión de los diferentes factores de virulencia. Así pudimos observar 
que la actividad hemolítica de BbTn5 en cajas SSs era negativa ya que no se observaron 
halos de hemolisis. La ausencia de esta actividad es un comportamiento propio de aquellas 
cepas que se encuentran en fase avirulenta (25). Este fenotipo podría estar asociado de 
manera directa con la mutación realizada o bien podría deberse a que la inserción del 
transposón haya ocurrido sobre una cepa avirulenta espontánea. La propuesta de esta última 
posibilidad se debe a que la frecuencia con que ocurren las variaciones de fase irreversible 
en Bordetella es de 10-6 por lo que es factible de observar durante la conjugación la aparición 
de colonias avirulentas dentro de la población virulenta. Los resultados respecto a la 
ausencia de expresión de marcadores de virulencia y a la presencia de marcadores de 
avirulencia concuerdan con esta segunda opción, es decir la transposición ocurrió sobre una 
variante avirulenta.
La obtención de BbTn5 si bien permitió determinar la presencia de un gen involucrado en 
la síntesis del LPS, no posibilitó la realización de estudios in vivo considerados como los 
óptimos para avanzar en el esclarecimiento del rol de los factores bacterianos. Esta 
imposibilidad surge como consecuencia por un lado de que se trata de una mutación que 
podria alterar la síntesis de otros componentes bacterianos (138,139,140,141) y por el otro de 
que BblnS fue obtenido sobre una fase avirulenta que no expresa la mayoría de los factores 
de virulencia necesarios para iniciar la infección. Por esta razón se decidió no continuar los 
estudios con este mutante y construir otro mutante pero con una alteración conocida.
La información que se obtuvo a partir de 1996 sobre las secuencias de alguno de los 
genes involucrados en la síntesis del LPS de B. bronchiseptica d). nos permitió realizar una 
mutación en esta bacteria de manera dirigida. El objetivo fue construir un mutante con un 
LPS que presente la mayor alteración posible sin impedir la viabilidad del mismo y que 
presente un fenotipo similar al observado en los aislamientos obtenidos durante el período 
crónico de la enfermedad. Esa alteración que debería conducir al fenotipo deep rough 
buscado, podría obtenerse interrumpiendo al gen waaA que codifica para la enzima 
responsable del agregado de la única molécula de KDO presente en el lípido A de B. 
bonchiseptica (Fig. III.1) (1). Sin embargo la interrupción de este gen en Escherichia coli ha 
sido descripta como letal, ya que la modificación que se produce en la estructura del LPS
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provoca una desestabilización muy marcada en la membrana externa imposibilitando la 
viabilidad de la bacteria (125). Por lo tanto nosotros no seleccionamos a waaA como 
candidato a ser interrupido y en su lugar elegimos al gen waaC (Fig. II 1.1). Este gen que 
codifica para la heptosiltransferasa I, que es la encargada de catalizar el agregado de la 
primer heptosa sobre la molécula de KDO. Mutaciones en este gen en Salmonella 
typhimurium, y en otras bacterias, condujeron a la obtención de mutantes viables con un LPS 
deep rough rugoso profundo, caracterizados por una mayor movilidad electroforética de la 
banda correspondiente al lipido A-core (109).
Realizamos la construcción en el gen waaC sobre la cepa B. bronchisepica 9.73 en fase 
virulenta. Algunos autores habían sugerido, dada la ubicación de waaC en el genoma de B. 
bronchiseptica (Fig. I.6), que la interrupción en este gen podría tener algún efecto polar sobre 
la expresión de waaA por lo que la bacteria no sería viable (1). Sin embargo, en el presente 
capítulo se detalla la obtención por primera vez de una cepa de B. bronchiseptica cuyo gen 
waaC se encuentra interrumpido sin alterar la viabilidad de la bacteria. A este mutante lo 
hemos denominado BPLP39. Mediante la técnica de Southern blot pudimos determinar que 
BPLP39 presenta una única inserción sitio específica en el gen waaC, tal como se detalla en 
los resultados de este capítulo (pág. 100). El LPS de esta bacteria presenta el fenotipo 
esperado para este tipo de mutaciones y como puede observarse en la figura III.5 el perfil 
electroforético obtenido en geles de poliacrilamida con SDS, consiste en una única banda de 
mayor movilidad respecto a cualquiera de las correspondientes al LPS salvaje. Esa banda 
correspondería a la estructura formada de manera exclusiva por lipido A-KDO, la cual 
presenta mayor movilidad que la banda B de la cepa parental compuesta por lipido A-core. 
La cepa BPLP39, a pesar de disponer de todos los genes necesarios para la síntesis del 
resto del LPS, no presenta estructuras como el antígeno O o un core completo. Esto puede 
deberse a que la síntesis del LPS ocurre de manera secuencial, por lo que sería necesario la 
presencia de un sustrato determinado para que pueda agregarse el azúcar siguiente (108). De 
esta manera, la enzima responsable del agregado del siguiente azúcar en la estructura del 
core, en este caso una glucosa, reconocería como sustrato la estructura compuesta por 
lípido-A-KDO-heptosa. Si este sustrato no se encuentra presente, el resto de la molécula no 
podría ser sintetizado. Más aún, dado que la interrupción del gen waaF también genera 
sorpresivamente un LPS trunco (2), es probable que el sustrato deba incluir la presencia de 
ambas heptosas para ser reconocido luego como sustrato de las otras enzimas. Decimos 
sorpresivamente porque el gen waaF codifica para una enzima que cataliza el agregado de la 
siguiente heptosa sobre la primera pero en forma lateral (Fig. III.1). Si bien se ha descripto la 
obtención del mutante en waaF en B. bronchiseptica, lamentablemente hasta el presente no 
se ha reportado el comportamiento de este mutante in vivo. Otra explicación no excluyente a 
la anterior se basa en la consideración de la estructura propuesta para las 
glucosiltransferasas involucradas en la síntesis del core del LPS. Estas enzimas parecen 
formar un complejo que actuaría en forma conjunta (144) por lo que podría pensarse que la
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ausencia de una de ellas imposibilita la formación de este complejo y en consecuencia no 
podrían actuar ninguna de las otras restantes Esta hipótesis está sustentada en parte por el 
análisis estructural de estas enzimas que presentan reqiones hidrofobicas complementarias 
(144). Además existen reportes c¡ue muestran que la actividad de las g Hcoo i-rearde 
decae cuando existen alteraciones en la esiequeometria de las diferentes enzimas Esto se 
ha demostrado empleando vectores de copla múltiple de alguno de los genes que codifican 
para estas enzimas (108).
En nuestro caso es evidente que la ausencia de la porción distal del LPS surge como
consecuencia de ia interupción del gen waaC. Una vez confirmada la presencia de una única 
inserción en el genoma de Bb9 .7 3  y que ésta se encontraba en el gen waaC y que el fenotipo 
rugoso profundo podía ser revertido en presencia cié waaC en trans. se prosiguió con la 
caracterización del mutante BbLP39. En primer lugar analizamos la cinética de crecimiento ln 
vitro en medio líquido de BÚLP39 Medíame estos ensayos pudimos observar que BbLP39 no 
presentaba diferencias estadísticamente significativas respecto a la cepa parecía!, Por otro
lado la ausencia de diferencias significativas respecto al número de bacterias viables a lo
largo de toda la curva de crecimiento hace factible la utilización de este mutante en futuros 
ensayos sin incurrir en las falsas interpretaciones que podrían surgir como consecuancia de
cinéticas de crecimiento alteradas.
En mutantes con el LPS alterado es factible de observar modificaciones cuali y/o 
cuantitativa de las proteínas localizadas en la superficie de la bacteria (108) o de proteínas 
particulares como es el caso de las toxinas del grupo RTX al que pertenece adenilato ciclasa- 
hemolisina de Bordetella. Con el fin de determinar si en 8ÓLP39 la ausencia de una 
estructura completa del LPS ocasionaba alguna alteración en el perfil proteico se analizó la 
expresión de aquellos factores considerados relevantes en la infección. En particular se 
analizó la expresión de proteínas de membrana externa (OMP), factores de virulencia de 
membrana tales como PRN o FHA y en particular estudiamos la expresión de la toxina RTX, 
AC-Hly. Mediante corridas electroforéticas y ensayos de western blot pudimos determinar 
que el mutante insercionai BÓLP39 que presenta el fenotipo rugoso más profundo descripto 
hasta el momento dentro del género Bordetella, no presenta alteraciones a nivel de OMPs. 
Los perfiles electroforético de B0LP39 resultaron similares cuali y cuantitavamente a los de la 
cepa parental. En relación a la expresión de las adhesinas corroboramos que las mismas se 
expresan en BÓLP39, aunque con niveles disminuidos, siendo más pronunciada la 
disminución en la adhesina pertactina. Esta diferencia entre FHA y PRN quizás sea producto 
de una relación particular entre el LPS y la PRN, aspecto que sin duda requiere de más 
estudios.
Esta disminución observada en los factores de virulencia de naturaleza proteica resulta 
coincidente con lo observado durante las infecciones crónicas en humanos, en donde la 
expresión de los diferente factores bacterianos va disminuyendo al acercarse al período de 
cronicidad (49). La disminución de la expresión observada tanto en los aislamientos de origen
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humano como en BbLP39 podría deberse a una inactivación del sistema BbvA S  dado que es 
sabido que la expresión de dichas proteínas se encuentra reguladas en forma positiva por 
dicho sistema. Sin embargo al someter al motante a la presencia de los moduladores 
conocidos in vitro de BvgAS se encontró que e! sistema se encontraba funcional descartando 
la hipótesis anterior.
Si bien la situación in vivo y lo que se observa en el mutante construido por nosotros 
puede deberse a diferentes motivos, los resultados ponen en evidencia que la conexión entre 
la variación estructural del LPS y la expresión de factores de virulencia inmunogénicos existe
y es a través de mecanismos independientes de BvgAS, más allá de que este sistema 
intervenga durante el proceso de infección in vivo.
En relación a la síntesis/secreclón de toxinas RTX en varias bacterias Gram negativas ha 
sido posible determinar que la síntesis del LPS está asociada a la de estas proteínas (11). En
Bordetella la información acerca de una posible relación entre su toxina RTX, adenilato 
ciclasa-hemolisina (AC-Hiy), y el LPS aún son desconocidos solo se ha observado que 
ambas toxinas se co-secretan al mismo tiempo (55). Los aislamientos de B. bronchiseptica
provenientes de infecciones crónicas en humanos presentan variaciones en la expresión de 
la toxina y en la estructura del LPS (48. 49). Ambos cambios se producen en forma conjunta lo 
que sugiere una posible interrelación entre ambas toxinas. Sin embargo, mediante ensayos 
de inmunoblot pudimos determinar que BbLP39 presenta niveles de esta toxina comprables 
a los de la cepa parental. Para verificar este resultado construimos sobre Bb9.73 una cepa 
defectiva en adeniíato cicíasa-hemolisina (Bbcya- ) y sobra esta mutante analizamos la 
estructura del LPS en corridas electroforéticas. En este ceso obsérvenlos que e! mutante 
Bbcya-  no expresa la proteína RTX pera mantiene intacto su LPS. Estos resultados 
indicarían que en B. bronchiseptica la interrelaclón entre el LPS y AC-Hly no es tan clara
como en el caso de las otras bacteria Gram negativas. Estudios más detallados serían
necesarios para esclarecer los posible mecanismos de regulación de la expresión que 
existen entre los diferentes factores involucrados en el proceso patogénico. Mecanismos 
reportados en otras bacterias como aquellos que involucran efectos de antiterminación de la
transcripción del ARNm o regulación a nivel de la expresión de los genes por reguladores de 
transcripción no pueden ser descartados (11, 75) La presencia de una regulación global de 
todos los factores de viru lencia puede ser posib le y su  conocim iento  perm itiría  
comprender el proceso de infección a fin de desarrollar estrategias adecuadas para la definitiva erradicación
de Bordetella.
A pesar de desconoceré! mecanismo por el cual factores tan Inmunogénicos como el LPS,
AC-Hly, PRN y FHA cambian su estructura o dejen de ser expresados es evidente que este 
evento se produce y se trataría de una estrategia desarrollada por ei patógeno para persistir 
dentro del hospedador. En particular ie ausencia ae tas estructuras mas Inmunogénicas del 
LPS, es decir el antígeno O (77), puede ser relevante para la supervivencia de la bacteria 
durante la fase crónica. Es durante este período que la respuesta inmune remanente está
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principalmente dirigida contra esta porción. La presencia de una respuesta importante contra 
las estructuras más antigénicas del LPS durante el período crónico de infección podría 
explicar la aparición durante este período de fenotipos rugosos profundos capaces de evadir 
la inmunidad humoral presente. De ser así la nueva estructura rugosa presente en estas 
bacterias no debería ser reconocida por el sistema inmune del portador, evadiendo de esta 
manera la respuesta en su contra. Con el fin de analizar esta posibilidad se realizaron 
ensayos de inmunobiot con ei LPS de BbLP39 y sueros de ratones obtenidos transcurridos ai 
menos 300 días desde el momento de de la inoculación de Bb9.73 o prevenientes de pacientes 
humanos con una infección crónica de B. bmnchiseptica. Efectivamente este LPS rugoso 
profundo no es reconocido por ninguno de los sueros ensayados (Fig. III. %). Esto sugiere que 
la presencia en el hospedador de una respuesta humoral especifica contra ia porción distai 
del LPS durante el período crónico de infección podría intervenir en la inducción y/o selección 
de variantes rugosas profundas que pueden persistir de esta manera. Este aspecto se 
analizará con más detalle en ei siguiente capítulo.
Una vez determinadas las caracteristicas fenotípicas principales de BbLP39 y 
considerando que no presentaba efectos fenotípicos importantes que pudieran perjudicar el 
desarrollo de una infección en un modeio murino, se evaluó la capacidad de este mutante de 
persistir y generar una infección crónica en ratones. La estrategia de infección utilizada 
obedeció a la necesidad de evaluar el progreso de una infección en un entorno lo mas similar
posible al presente durante una infección crónica. Este entorno presenta una respuesta
inmune específica ya desarrollada por completo contra el patógeno. Por esta razón se 
decidió simular esta situación utilizando ratones que habían sido infectados previamente con 
la cepa parental Bb9.73. Sobre estos ratones infectados realizamos una segunda infección, 
pero la inmunidad presente en el momento ce ia segunda infección (34 días) fue suficiente 
para evitar la colonización por parte de las cepas reinoculadas. Las reínoculacíones se 
hicieron en dos grupos de ratones, uno con la cepa parental y otro con el mutante SPLP33. 
En ambos casos los resultados obtenidos fueron similares siendo las bacterias eliminadas 
del pulmón en el transcurso de los cinco días postinfección. La disminución de bacterias 
viables también se observó en la población correspondiente a la primera infección. Este 
descenso podría indicar que las bacterias reinoculadas hayan exacerbado la respuesta
inmune en el animal infectado. Además el número de bacterias reinoculadas (~104 UFC) fue 
similar al que se encontaría en ese día en una cinética de infección normal pero un orden de 
magnitud menor a las cantidades subletales (~106 UFC), esto facilitaría aún más la rápida 
eliminación de las bacterias de la segunda inoculación. S i bien un núm ero m ayor de  
bacterias en la segunda inoculación podría revertir esta situación, la conolización por parte 
de un número exagerado no reproduciría la situación de cronicidad, por lo que esta 
posibilidad fue descartada.
Este tipo de ensayos fue repetido pero haciendo la segunda inoculación a los 5 días 
después de la primera inoculación. En estas condiciones, ei mutante BPLP39 nuevamente es
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eliminado de los pulmones rápidamente, mientras que la cepa parental por el contrario 
sobrevive más allá del día doce posterior a la reinoculación. A los cinco días después de la 
primera infección, la respuesta humoral específica aún no se ha desarroiiado por compieio 
por b que la causa de la eliminación rápida puede deberse a factores propios asociados a la 
mutación de la bacteria. Con el fin de evaluar si ei muíante presenta una dificultad particular 
para desarrollar la infección se decidió realizar ensayos en los que se inocularon en una 
única dosis cantidades subletales del mutante 6ÓLP39 o de la cepa parentai. Estos ensayos 
mostraron que 8ÓLP39 nuevamente es eliminado de los pulmones del ratón apenas 
transcurridos 3 días desde el momento de ia inoculación, mientras que ia cepa parentai 
persiste en el hospedador por al menos 40 días, en concordancia con lo reportado 
previamente por Gueirard y colaboradores (48). Estos resultados ponen de manifiesto que ei 
fenotipo rugoso profundo del LPS no es el adecuado para iniciar ¡a colonización. A fin de de 
evaluar más específicamente este aspecto, se anaiizaron aspectos particulares aei proceso 
inicial de infección. Se evaluó la capacidad de adherirse y persistir en e! medio intraceiuiar en 
ensayos in vitro empleando células de línea. Ambos eventos son importantes para que se 
produzca ia infeccbn. En concordancia con los resultados obtenidos in vivo, el BbLP39 
presenta una capacidad disminuida para adherirse a céiuias derivadas de epitelio de puimón 
humano (A549) en comparacbn con la cepa parental. La ausencia de las estructuras distales 
del LPS en el mutante 86LP39 quizás sea ia responsable de ia interacción ineficiente con 
componentes de la superficie eucarbta truncando de esta forma la posibilidad de dar el 
primer paso indispensable en la infección. Esta deficiencia podría verse incrementada a su 
vez por la disminución de algunas de las adhesinas pero según lo informado hasta el 
momento la ausencia de PRN o de FHA parecen no resuiiar perjudiciales para ei correcio 
desarrollo de los primeros pasos de ia infección, a! menos en la magnitud observada por 
nosotros en 8ÓLP39 (26). Esto reafirmaría el rol del LPS completo en las primeras etapas de 
la infección.
Pese a la deficiencia en la adhesión, ia cinética de sobrevida dei mutante BPLP39 dentro 
de las células derivadas de epitelio pulmonar humano presenta perfiles indistinguibles al
correspondiente a la cepa parental. Para ambas cepas se puede observar un descenso 
inicial en el número de bacterias en el interior de la célula. Este descenso podría estar 
asociado a un período de adaptación ai medio intraceiuiar. Seguidamente, se observa a b  
largo del penodo analizado un aumento significativo en el número de bacterias por célula 
eucariota mostrando que ambas cepas de B. bronchisepiica son capaces no solo de 
sobrevivir si no también de replicarse intracelularmente. La presencia de la estructura trunca 
no afectaría la vida intraceiuiar de la bacteria, dado que fue posible aislñar a BbLP39 en los 
últimos períodos del ensayo. Debido a que a los 8 días de Incubación se observó un 
importante incremento en ia porción de céiuias encanólas muertas ios experimentos no 
pudieron Ibvarse más allá de ese día. La capacidad que presenta el mutante rugoso  
profundo de sobrevivir ai entorno intracelular epitelial permite suponer que es aquí en donde
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la bacteria persiste durante el periodo crónico de infección. Ahora bien, como para poder 
ingresar a la célula es necesario en primer lugar adherirse y este es un proceso seriamente 
alterado en BbLP39, es posible pensar que el cambio en la estructura dei LPS observado se 
produciría una vez dentro de la célula. Esto sugiere que la forma trunca del LPS aislada de 
estadios crónicos de la enfermedad en humanos no se corresponden con bacterias que 
inciaron la infección sino que derivan de la forma lisa del LPS, forma con que la bacteria es 
capaz de colonizar. Las modificaciones concomitantes en la expresión de ios principales 
factores de virulencia y la pérdida completa de la reactividad frente a sueros refuerzan ia idea 
de que los cambios estructurales que ocurren durante la infección pueden ayudar a la 
bacteria a persistir en el hospedador.
Se ha puesto en evidencia una vez más ia complejidad dei roi protagonizado por una 
estructura no proteica como el lipopolisacárido. Para avanzar en ei conocimiento dei rol del 
LPS más allá de la colonización resulta primordial hacer que BÓLP39 supere ias primeras 
etapas de la infección. En los capítulos siguientes hemos desarrollado diferentes 
experiencias con este fin.
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Ensayos tendientes a superar la 
deficiencia en la adhesión de las 
cepas que presentan alterado su 
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INTRODUCCIÓN
Hasta aquí nuestro trabajo estuvo dirigido hacia la construcción y caracterización tanto 
in vivo como in vitro de un mutante de 8. bmnchiseptica que presenta un LPS alterado, 
fenotipo deep rough (al que hemos designado BbLP39) con estructura similar a la 
observada en los aislamientos provenientes de los estadios crónicos de la enfermedad 
con el fin de esclarecer la contribución del LPS y su variabilidad estructural en la 
patogénesis y persistencia de 6. bronchiseptica en el hospedador. Los resultados que 
hemos obtenido nos han permitido avanzar en el esclarecimiento del rol del LPS en los 
primeros estadios de la infección, sin embargo la dificultad del mutante 8ÓLP39 en lograr 
una colonización efectiva del tracto respiratorio del hospedador no nos permitió evaluar si 
la estructura trunca del LPS representa alguna ventaja durante el proceso crónico de 
infección. Los datos sobre la variación de la estructura del LPS desde una forma completa 
a una trunca a lo largo de un proceso infeccioso de B. bronchiseptica, sugieren 
fuertemente que esta molécula de estructura dinámica es parte de la estrategia 
desarrollada por el patógeno para evadir la respuesta inmune montada por el hospedador. 
En esta línea de pensamiento y según los resultados alcanzados en el capítulo anterior la 
presencia de un LPS completo de 8. bronchiseptica no sólo es esencial en el proceso de 
adhesión sino que además esta estructura parecería ser la adecuada para evadir la 
respuesta propia de las primeras etapas de la infección del hospedador, es decir la 
inmunidad innata. En relación a este último aspecto, es bien conocido que el 
lipopolisacárido es uno de lo componentes bacterianos que es reconocido por la 
inmunidad innata del hospedador constituida por barreras físicas tales como la piel, 
movimiento intestinal, movimiento oscilatorio de las cilias epiteliales, por células tales 
como fagocitos, células Natural Killers (NK) y por moléculas circulantes (complemento, 
quelantes de hierro, interferón, lisosimas, TNF-a, fibronectina, entre otras) (7, 9, 13). En 
particular, el LPS es reconocido por receptores específicos como el TLR-4 (Toll Like 
Receptor-4) que están presente en la membrana de la mayoría de las células. A través de 
la unión a ese receptor, el LPS induce la traslocación de NF-kB al interior del núcleo en 
donde actúa como factor de transcripción para diferentes genes, entre ellos el de IL-8 que 
es un poderoso atractante leucocitario, induciendo de esta manera la migración hacia el 
área afectada por la infección de las células de la serie blanca (neutrófilos y monocitos 
mayoritariamente). En el caso de la infección causada por 8. bronchiseptica, la inmunidad 
desarrollada por el ingreso de la bacteria conteniendo un LPS completo parece no ser 
suficiente para erradicar al patógeno. Luego a medida que el proceso infeccioso avanza, 
otros componentes del sistema inmunológico diferentes a los de la respuesta innata se 
presentan constituyendo la inmunidad específica o adaptativa y en este marco 
inmunológico es donde se supone que el LPS de 8. bronchiseptica de forma trunca juega 
un rol en la evasión de la respuesta ya montada por el hospedador. La profundización del 
conocimiento sobre este aspecto que es uno de los objetivos de nuestro trabajo no fue 
factible de ser abordado mediante el empleo de ensayos clásicos de infección ya quel
mutante de 8. bronchiseptica conteniendo la forma trunca del LPS es eliminado
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rápidamente del hospedador sin conseguir que la infección avance. A fin de lograr que 
86LP39 conteniendo el LPS de estructura trunca pueda colonizar el tracto respiratorio del 
hospedador en el modelo de infección intranasal de ratones, hemos ensayado modos de 
inoculaciones del patógeno más agresiva y debilitamiento del hospedador y de los 
mecanismos que este desarrolla para erradicar al patógeno.
Además realizamos infecciones sobre animales con títulos de anticuerpos 
característico del período crónico de la infección. El objetivo de estos últimos 
experimentos es evaluar si esa respuesta inmune propia de los estadios tardíos de la 
infección es la responsable del cambio estructural del LPS desde una forma completa 
hacia una forma trunca.
A continuación detallaré los materiales y métodos empleados como así también los 
resultados alcanzados.
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MATERIALES Y MÉTODOS
1. Microorganismos y condiciones de cultivo
Las cepas utilizadas en este trabajo son las siguientes: Bb9.73, BbGFP y BbLP39 y se 
describen en la Tabla III.2. Las suspensiones bacterianas se conservaron como se 
describió anteriormente (páginas 63) y los cultivos se realizaron siguiendo el mismo 
procedimiento que se describió en el Capítulo II, pág. 63.
Cuando fue necesario, se adicionaron a los medios de cultivo soluciones concentradas 
de antibióticos. Las concentraciones finales en los medios de cultivo fueron para 
estreptomicina 200 pg.ml'1o 100 gg.ml'1 y para kanamicina 80 pg.ml'1.
2. Ensayos de infección en animales. Metodología general
Los ensayos de cinética de colonización in vivo se realizaron de la misma forma que la 
descripta en la sección de Materiales y Métodos del Capitulo II. Las cepas a ser 
ensayadas fueron cultivadas con agitació n (1G0 rpm) «a 37° C durante 12-14 horas en 
frascos erlenmeyers conteniendo el medio SS. La cantidad de bacterias presentes por mi 
de medio se estimó midiendo la DO a 650nm (1 unidad de Abs = 3.109 UFC ml-1). Se 
realizaron las diluciones necesarias en bufíer fosfato (PBS, cuya composición se detalla 
en el apéndice de este trabajo) estéril para obtener una concentración de 107 UFC ml-1 
salvo que se indique lo contrario. Se utilizaron en todos los casos ratones BALB/c 
hembras de 4 semanas de edad libres de patógenos. los animales se anestesiaron por 
inhalación de éter y se inocularon con ios volúmenes de la suspensión bacteriana que se 
indican más abajo. Transcurridas 4 horas desde el momento de la inoculación y en 
distintos días, se sacrificaron por diislocación tres animales. Se extrajeron ambos 
pulmones de cada ratón, los cuales fueron homogenizados para luego realizar las 
diluciones y recuentos de colonias en placas siguiendo la metodología, descripta en la 
sección de Materiales y Métodos de C apítu lo  II (pág . 96) E n el caso de B b9.73 se
utilizaron placas conteniendo SSs supiementado con estreptomicina 100 ug m i1 y para 
BÓLP39 con kanamicina 80 pg ml-1.
Los animales utilizados fueron manteníaos en jautas aconotctonaoas con viruta de 
madera estéril, la cual fue cambiada periódicamente. Fueron alimentados con alimento 
balanceado (Extrudado balanceado de Agrupación Cooperativas Argentinas) estéril. 
Aquellos ratones a los que les fue inducios una neutropenia fueron mantenidos en cajas 
especiales de aislamiento, las cuales fueron abiertas cada vez que se requirió dentro del 
flujo laminar estéril. Durante este tipo de ensayos se realizaron recuentros del número de
células de la serie blanca presentes en la sangre de los ratones. Para ello se utilizó la 
solución de Tuk (colorante vita! azul de motilona y ácido acético ai 5% v/v). Las cciuiao 
fueron contadas en cámara de Neubauer ai microscopio balo aumento 40QX.
Los promedios y desviaciones estándar fueron calculados a partir de los log10 UFC. Las 
diferencias entre los promedios fueron evaluados por un test tíe Student de dos colas con 
un grado de significación de P<0,05.
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3. Ensayos realizados para lograr una infección persistente de 8ÓLP39
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3.1. Aumento de la dosis subletai iniciai. Se realizaron inoculaciones con 
suspensiones bacterianas conteniendo 5.107 UFC en lugar de 5.105 UFC para lo cual se 
partió de un cultivo líquido en SS de B5LP39. A partir de! mismo so realizaron las 
diluciones adecuadas a fin de inocular en 50 pl 5.107 UFC.
3.2. Modificación en el volumen de inoculación. Ln esta oportunioao se utilizo en 
lugar del volumen tradicional de 50 pl un volumen mayor de 200 pl de inoculo con 5.106 
UFC.
3.3. Inhibición farmacológica del movimiento ciliar del hospedador. Para conseguir
esta inhibición se utilizaron dos drogas por separado Por un lado se utilizó al antagonista 
colinérgico atropina (Laboratorio Instituto Biológico Argentino S.A.I.C). Esta droga fue 
inoculada intraperitonealmente (0,1 mg Kg de peso'1) dos horas antes del momento de la 
inoculación de las bacterias. El otro fármaco utilizado fue el anestésico pentobarbital 
(Laboratorio Instituto Biológico Argentino S.A.I.C). Éste fue inoculado intraperitonealmente 
(10 mg Kg de peso1) dos horas antes del momento ue la inoculación de las bacterias. 
Como indicador de la presencia de actividad far,acpñógica de estas drogas se utilizó la
inducción de actividad sedante en los animales tratados.
3.4. Inoculación de B6LP39 en ratones neutropénicos. A fin de inducir neutropema 
los animales fueron inoculados intraperitonealmente con 400 mg Kg peso'1 de 
ciclofosfamida (Laboratorios Fiiaxis S.A.). Transcurridas 96 horas se reinoculó 
intraperitonealmente la misma cantidad de ciclofosfamida. inmediatamente se rocedió a la 
inoculación de los ratones con una suspensión de BÓLP39 (50 pl de suspensión con 
aprox. 5. 105 UFC).
3.5. Inoculación de ratones con Is cese muíante RhLP33 ob ten ida  de  un  cu ltivo  
realizado en condiciones en donde se favorece la expresión de adhesinas. La cepa 
imitante BÓLP39 fue cultivada en medio liquido SS en frascos erlenmeyer a 160 rpm y 22° 
C durante 12 horas con el fin de favorecer la expresión de adhesinas.
Mediante la determinación de DO a 65Qnm y diluciones adecuadas se inocularon por 
vía intranasal 100 pl de suspensión bacteriana en PBS conteniendo 5. 10  ^ UFC. La
presencia de proteínas adicionales presentes en B5LP38 producto deí crecimiento a bajas 
temperaturas fue analizada mediante corridas electroforeticas en geles de poliacrilamida. 
Se empleó para ello las técnicas ya descriptas en e! capítulo anterior (pág. 93).
3.6. Coinoculación de BbLP3S jun to  s is sopa parcntai Sfe3.73. Los ensayos do
coinoculación han sido utilizados en diversos tipos de estudios, tanto como para poner en 
evidencia dificultades en los procesos de competición por nichos ecológicos determinados
como para complementar ia deficiencia de una cepa con la presencia simultánea de otra 
(5). Con esta última finalidad diseñamos un ensayo de coinoculación consistente primero 
en una inoculación de los ratones en la cepa parental  que podría complementar la 
deficiencia del mutante y dos horas después con la cepa muíante.
Para la primera inoculación se empleó 50 pl de una suspensión bacteriana de la cepa 
Bb9.73 conteniendo 5.105 UFC. Para la segunda Inoculación se empieó 50 ml de la cepa
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BbLP39 también con 5.105 UFC. Como control se empleó un grupo de ratones tambnién 
inoculados dos veces pero para la segunda inoculación se empleó la cepa BbGFP.
A diferentes tiempos después de la segunda inoculación se sacrificaron ios distintos 
animales. A partir de éstos se extrajeron los pulmones los cuales fueron homogeneizados, 
diluidos y plaqueados para realizar recuento de las bacterias que se encontraban 
colonizándolo.
3.7. Inoculación de ratones con B6LP39 por via intraperitoneal. Determinación de 
la acción bactericida del suero. Con ei fin de determinar si ia acción bactericida 
presente en el animal de manera innata es capaz de impedir ía infección sí ésta se 
produce por vía intraperitoneal se realizó el sigiBntB ensayo. Se determino ¡a sensibilidad 
de B6LP39 a la acción bactericida del suero. Esta actividad se ensayó tanto sobre ia 
cepa parental como sobre el muíante rugoso profundo. Para ello se incubaron por 
separado 500 UFC de cada una de las bacterias en presencia oet suero nativo 90% v/v 
durante 1 hora a 37° C sin agitación. Las cepas utilizadas fueron cultivadas previamente 
durante 12 horas a 37° C en frascos eríenmeyers agitados (160 rom) conteniendo medio 
SS. La cantidad de bacterias presentes se determinó midiendo la DO a 650nm (1 unidad 
de Abs = 3.109 UFC mi'1). Para alcanzar una concentración de 500 UFC en 5 pi se 
realizaron las diluciones en PBS estéril. Este volumen se agregó a 45 pi de suero 
descongelado previamente en baño de nielo-agua o en ei caso de ios controles 45 al de 
PBS estéril contenidos en una placa de ELISA de 86 well con fondo en U. Luego de una 
hora de ncubación la acción del compiemiento fue inhibida por dilución con 150 ui de PBS 
estéril. Posteriormente se sembraron 80 pl de esta suspensión en medio SSs conteniendo 
los antibióticos adecuados. Las placas fueron incubadas a 37° C durante 48-72 horas y al 
cabo del mismo se contaron las colonias. Cada uno de los ensayos se realizo por 
triplicado y en (al menos) dos ensayos independientes. Los promedios y desviaciones 
estándar fueron calculados a partir de los log-io UFC. Las diferencias entre ios promedios 
fueron evaluados por análisis de varianza con un grado de significación de P>0,05.
Una vez confirmado que la acción bactericida presente en ei suero no podría eliminar ai 
patógeno inoculado por vía intraperitoneal se realizaron ios ensayos de Inoculación con la 
cepa B6LP39. Se inocularon por vía intr apentoneai 5.105 bacterias SuLP39 en 200 ¡jí de 
PBS estéril. A los 4 días de ia inoculación sb sacrificaron los anímalas y sb retiraron 
quirúrgicamente ambos pulmones, la tráquea, el hígado y ei bazo. Todos ios órganos 
fueron homogenizados y sembrados con las diluciones adecuadas en placas de SSs.
4. Análisis de la variación de la estructura del LPS de 869.73 durante ensayos in 
vivo
Con el fin de analizar si la respuesta inmune montada es ia responsable de ía inducción
del cambio de estructura en el LPS de 8. bronchiseptica desde una forma com pleta a  una
trunca realizamos ensayos de infección en ratones previamente inmunizados activamente
con LPS completo o pasivamente con suero anti-LPS completo. Para eüo primeramente
fue necesario para el primer caso purificar LPS y para el seguno además de purificar LPS,
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obtener suero poiiclonal anti-LPS. El detalle experimental de los ensayos descriptos se 
presentan a continuación.
Purificación dei LPS. El LPS fue obtenido a partir de la cepa B69.73 según se 
describió en el Capítulo II (pág. 64). La cuantificación del mismo se realizó siguiendo la 
metodología descripta por Karkanis y coi. (1978) (10). La calidad de la preparación del 
LPS fue analizada mediante corridas electroforéticas en geles de poliacrilamida según 
hemos descripto en la sección de Materiales y Métodos del Capítulo II (pág. 64).
Obtención de suero anti-LPS 869.73. A partir de las preparaciones de LPS obtenidas 
se realizaron inoculaciones en ratones BALB/c (tres) por vía intraperitoneal. La cantidad 
de LPS empleada correspondió a 800 ng de Kdo. La misma antes de ser inoculada fue 
homogenizada con adyuvante de Freund completo. A los 15 y 21 días posteriores a la 
primera inoculación se realizaron nuevas inmunizaciones por la misma vía con la mezcla 
de LPS y adyuvante de Freund incompleto. Luego de 7 días de la última inmunización se 
extrajo a blanco la sangre de los ratones y se obtuvo el suero. Éste último fue alicuotado y 
conservado hasta el momento de ser utilizado a -20° C.
Análisis por ELISA de los sueros obtenidos. La determinación del título contra el 
LPS presente en los sueros obtenidos a lo largo de todos los experimentos que se 
detallan en esta sección fueron determinados por un ELISA tal como se describe a 
continuación. En primer lugar se sensibilizaron placas de ELISA de fondo piano (NUNC) 
con 100 pl de LPS de B69.73 en fase virulenta (80 pg mi"1) purificado. Las placas así 
tratadas fueron incubadas durante toda la noche a 37° C con agitación suave. Como 
bloqueante de uniones inespecíficas se empleó leche descremada (San Regim®) disuelta 
en TBS en una concentración de 5% p/v. Como primer anticuerpo se utilizaron diluciones 
seriadas de los diferentes sueros a evaluar. Como controles se utilizaron sueros de 
ratones sin infectar (suero normal, control negativo) y suero de ratones con una infección 
de B. bronchiseptica 9.73 (control positivo). El segundo aníisuero utilizado fue un suero 
poiiclonal en cabra específico para IgG de ratón (H+L), conjugado con fosfatase alcalina 
(Jackson Immuno Research Laboratories, Inc). La actividad fosfaíasa presente en cada 
fosa se determinó con el sustrato p-nitro fenoi fosfato mediante la lectura de la 
absorbancia a 405 nm en un lector de placas de ELISA (Rainbow Tecan Spectra). Los 
resultados obtenidos fueron graficados (DCUosnm vs dilución dei suero'1) y a partir de estos 
gráficos se determinó la dilución correspondiente al 50% de la máxima DO determinada. 
Este valor se utilizó como parámetro de comparación entre diferentes sueros.
Todas las determinaciones fueron realizadas por duplicado y las diferencias entre 
promedios fueron evaluados por un test de Student de dos colas con un grado de 
significación de P<0,05.
4.1. Análisis de la variación de la estrucutra de! LPS en ratones inmunizados con 
LPS liso. Primeramente se inoculó por vía intraperitonea! un grupo de ratones BALB/c 
hembras de 4 semanas de edad con LPS de QdQ.73 (fase virulenta) previamente 
purificado mediante la técnica de Valverde y col. (1997) (16). Se realizaron 4 inoculaciones
Tesis Doctoral 2004 Federico B. Sisti
Capítulo IV 137
con la cantidad de LPS equivalente a 800 ng de Kdo en cada una de ellas. La primer 
inoculación se realizó con adyuvante de Freund completo y las restantes con adyuvante 
incompleto. Transcurridos siete días desde el momento de la última inmunización se 
colectaron sueros de los animales para analizar su título mediante la técnica de ELISA 
descripta más arriba. Cuando el título alcanzó un valor de 1/300 se inocularon por vía 
intanasal 50 pl de PBS con 5. 106 UFC de B59.73 cultivada en medio líquido SS (160 rpm, 
37° C, 12-14 horas). A los 7,14 y 21 días se sacrificaron animales a los que se les extrajo 
ambos pulmones. Los mismos fueron homogenizados en 1500 pl de PBS y sembrados en 
SSs para recuento de colonias y análisis de LPS. Las colonias presentes a las 48 horas a 
37° C fueron repicadas en SSs y posteriormente resuspendidas en glicerol 50% v/v en SS 
para ser conservada a -80°C. En forma paralela se purificó el LPS de estas bacterias 
mediante la técnica ya descripta (16). Estas preparaciones fueron analizadas por SDS- 
PAGE.
4.2. Análisis de la variación estructural del LPS en ratones inmunizados 
pasivamente con suero anti-LPS completo. Primer di íUfe? oc iíSmüí¡¡¿tiíUíi paoiVdííioíilc 
por vía intraperitoneal ratones BALB/c hembras de 4 semanas de edad con 150 pl del 
suero específico para el LPS obtenido previamente (Título 1/5000). Luego de dos horas 
los ratones fueron inoculados por vía intranasal con 5.106 UFC de B59.73 en 50 pl de 
PBS, cultivadas en las condiciones habituales (160 rpm, 37° C, 12-14 horas). 
Transcurridos 5, 15 y 22 días un grupo de ratones fue sacrificado. A partir de estos 
ratones se extrajeron ambos pulmones los cuales fueron homogenizados en 1500 pl de 
PBS y sembrados en medio SSs. Luego de 48 horas a 37° C las colonias desarrolladas 
fueron repicadas en SSs para proceder a la extracción y análisis de la estructura del LPS 
mediante corridas electroforeticas en SDS-PAGE según hemos descripto en el capítulo II 
(pág. 64).
En el momento de la inoculación y cada vez que fueron sacrificados los animales 
también se obtuvo suero para analizar el título del mismos mediante ia técnica de ELiSA 
arriba descripta. Para ello se extrajeron aproximadamente 300 pl de sangre total de la 
cola del ratón la cual fue incubada a 37° C durante media hora. Luego de la incubación la 
sangre fue centrifugada durante 5 minutos a 20000 X g y el sobrenadante fue conservado 
a -20° C hasta el momento de ser utilizado.
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RESULTADOS
Ensayos realizados para lograr una infección persistente de BÓLP39
Aumento de la dosis subletal inicial. Para favorecer la adhesión de las BÓLP39 en el 
hospedador se inocularon ratones BALB/c con dosis de 5.107 UFC en 50 pl de PBS, es 
decir mayores a la utilizadas en los ensayos clásicos (5.105 UFC en 50 pl de PBS). Luego 
de 4 y 72 hs postinfección fueron sacrificados los ratones infectados, se extrajeron sus 
pulmones y se homogenizaron para realizar las diluciones adecuadas para el recuento de 
colonias. Lamentablemente en ninguno de los tiempos analizados fue posible detectar la 
presencia de bacterias B5LP39.
Modificación en el volumen de inoculación. Durante los ensayos clásicos de 
infección en ratones, el inoculo es introducido a través de las fosas nasales de forma que 
el ratón por simple aspiración permite que la suspensión bacteriana entre en contacto con 
el interior de las fosas nasales y la porción superior de la tráquea. Las bacterias luego se 
distribuye a través del resto del tracto respiratorio hasta alcanzar los pulmones. Todo este 
proceso transcurre en menos de 4 horas, ya que transcurrido este tiempo es posible 
detectar la presencia de B. bronchiseptica en los pulmones. En el transcurso del pasaje 
desde las vias superiores al pulmón, la bacteria es sometida a diferentes agresiones por 
parte del sistema inmune nativo del animal que podrían resultar deletéreas para el 
proceso infectivo de BÓLP39. A fin de lograr una infección directa en los pulmones, se 
decidió realizar inoculaciones con volúmenes de inoculo más grandes según los 
protocolos antes reportados por otros autores (4). Para ello se emplearon volúmenes 
totales de 100 pl o 200 pl, con 5x106 UFC en ambos casos. Con esta metodología de 
infección se logró recuperar bacterias de los pulmones sólo 4 hs después de la infección. 
Los resultados para un tiempo de 72 hs post infección fueron negativos.
Inhibición farmacológica del movimiento ciliar del hospedador. En las primeras 
etapas del ciclo infectivo son varios los procesos que entran en juego hasta que la 
bacteria logra la adhesión y la colonización de los tejidos. Estos procesos que resultan 
dificultosos de ser evaluados en los ensayos in vitro, por ejemplo el movimiento ciliar de 
las células epiteliales ciliadas, podrían ser parte de los mecanismos por ios cuales el 
mutante B5LP39 no pueda adherirse a las células del hospedador próximas a las vía de 
entrada del patógeno. Con el fin de bloquear ese mecanismo de eliminación se decidió 
emplear fármacos específicos para tal fin (4). Se utilizó entonces un anticolinérgico 
(atropina por vía intraperitoneal 0,1 mg Kg de peso'1). Cuando el ratón presentó uno de 
los signos de la actividad farmacológica de la atropina como es la sedación, se los inoculó 
por vía nasal con la cepa BÓLP39 en alta dosis y alto volumen (5.106 bacterias en 150 pl 
de PBS). A pesar de que el ratón presentaba todos los signos de la acción farmacológica 
de la atropina no fue posible aislar a B5LP39 del pulmón de los ratones infectados 
transcurridas 72 horas de la infección.
Posteriormente y con el fin de lograr una acción local de la atropina sobre el 
movimiento ciliar se inocularon ratones con suspensiones bacterianas que contenían 
atropina. En una primera etapa se determinó si la concentración de atropina requerida era
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inhibitoria del crecimiento de BÓLP39. Para esto se incubó una suspensión bacteriana en 
0,1 g mi"1 de atropina en PBS con aproximadamente 5.105 bacterias en 50 pl durante 4 
horas a 37° C. Este tiempo sería similar al que probablemente la bacteria se encontraría 
en contacto con el medio líquido de la suspensión durante la infección. Transcurrido el 
tiempo de incubación se sembraron diluciones de las suspensiones y se determinó el 
porcentaje de supervivencia en comparación con una suspensión sin atropina. En estos 
experimentos no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos con y sin 
atropina. Una vez determinado que las concentraciones a utilizar de atropina no 
disminuían en forma significativa la viabilidad de B5LP39 se realizó la inoculación de los 
ratones BALB/c por via intranasal de una suspensión bacteriana conteniendo atropina (0,1 
g mi'1 de atropina en PBS con aproximadamente 5.105 bacterias en 50 pl). Una vez 
transcurridas 96 horas se sacrificaron los ratones infectados y a ellos se les extrajo los 
pulmones para analizar en número de bacterias que se encontraban colonizando dichos 
órganos.
Lamentablemente en ninguno de los ratones analizados pudimos recuperar colonias 
correspondientes a B5LP39.
Este resultado encontrado con la atropina fue similar al que obtuvimos cuando 
reemplazamos la atropina por un anestésico como el pentobarbital. En este caso 
empleamos dosis de 10 mg Kg de peso'1 suficientes para ocasionar el sueño profundo del 
animal. La acción farmacológica de anestésicos ya había sido reportada como suficiente 
para revertir el fenotipo no adhesivo de un muíante de FHA en B. bronchiseptica (4).
Inoculación de 66LP39 en ratones neutropénicos. Durante la etapa en que BÓLP39 
es eliminada del tracto respiratorio, el hospedador aún no ha desarrollado una respuesta 
inmunológica específica contra el patógeno. En ese momento sólo se encuentra presente 
la inmunidad innata mediada, entre otros, por los factores involucrados en la acción del 
complemento del suero y por algunas de las células de la serie blanca, entre ellas los 
neutrófilos (9). Estas células son reclutadas en gran número al espacio pulmonar durante 
las infecciones causadas por B. bronchiseptica (6). Este reclutamiento de neutrófilos sería 
de vital importancia para el control del proceso de infección (6). A fin de determinar sí la 
acción bactericida de los neutrófilos es la responsable de la rápida erradicación de 
BÓLP39 del animal se realizaron ensayos de infección en ratones neutropénicos. Para 
inducir la neutropenia del animal, el mismo fue tratado con ciclofosfamida (6), la cual se 
inyectó intraperitonealmente (400 mg Kg peso'1). Transcurridas 96 horas se repitió la 
inyección por vía intraperitoneal de ciclofosfamida en la misma cantidad. El número de 
células de la serie blanca presente en sangre fue determinado previamente a la 
inoculación de las bacterias. Confirmada así la ausencia de este tipo de células 
procedimos a la inoculación con el mutante BÓLP39 a ratones por vía intranasal. A las 72 
horas postinfección se sacrificaron los animales, se extrajeron los pulmones, bazo, hígado 
y tráquea para homogeneizarlos y realizar el recuento de colonias en placas conteniendo 
medio SSs. De ninguno de los órganos analizados pudimos recuperar bacterias. En el 
momento de ser sacrificados los animales, también se corroboró la ausencia de células de 
la serie blanca.
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Inoculación de ratones con la cepa mutante BÓLP39 obtenida de un cultivo 
realizado en condiciones en donde se favorece la expresión de adhesinas. Register 
y colaboradores (1997) reportaron que cuando B. bronchiseptica es cultivada a 22° C, la 
adhesión y la persistencia de la bacteria en células de epitelio nasal porcino resultan más 
eficientes que aquellas observadas cuando la bacteria fue cultivada a 37°C (14). Esta 
mejora en la eficiencia de adhesión fue atribuida a proteínas sintetizadas en forma 
exclusiva durante el crecimiento de la bacteria a 22° C. Por otro lado, B. bronchiseptica 
cultivada a estas temperaturas modula negativamente a través de BvgAS la expresión de 
otras adhesinas y factores de virulencia que son indispensables para el desarrollo de la 
infección (12). Sin embargo, la infección de B. bronchiseptica en fase avirulenta es 
alcanzada con éxito si el sistema BvgAS no se encuentra bloqueado, debido a que la 
bacteria es capaz de cambiar de fase hacia una virulenta cuando se encuentra dentro del 
hospedador (11).
Con el fin de observar entonces si la expresión de estas adhesinas propias de los 
cultivos a 22° C aumentaban la eficiencia de adhesión en BÓLP39 se inocularon ratones 
con B6LP39 cultivada a esa temperatura. Para verificar que realmente en esta condición 
se expresaban diferentes proteínas respecto a bacterias obtenidas en condiciones de 
cultivo virulento (37°C), se analizaron las proteínas totales de B6LP39 cultivadas a 22° C o 
a 37° C en corridas electroforéticas en SDS-PAGE (Fig. IV. 1). El perfil electroforético 
presentado por el mutante cultivado a baja temperatura presentó un perfil diferente al 
presente durante los cultivos a 37°C. Una vez determinado que las condiciones de 
modulación utilizadas modificaban el patrón proteico del mutante, se cultivó procedió a 
inocular los ratones con BbLP39 cultivada a 22° C, 160 rpm durante 12-14 horas. A cuatro 
días después de la infección, los ratones fueron sacrificados y a partir de los 
homogenados de pulmón se analizó la presencia de bacterias en los mismos. A pesar de 
la probable actividad de adhesión adicional presente en la fase presentada al crecer a 22° 
C, ésta no fue suficiente para revertir el comportamiento in vivo presentado por BÓLP39, 
es decir no pudimos recuperar colonias a distintos tiempos post infección.
Fig. IV.1. S D S -P AG E de p ro te ínas to ta les a partir de  cu ltivos de: 
B bLP 39 en fase  v iru len ta  (línea 1) y B 6LP 39 (línea 2) en fase 
av iru len ta . Las p ro te ínas fueron  te ñ id as  con coom asie  b lue. Se 
ind ica  con flechas la p resencia  de las bandas ad ic iona les.
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Coinoculación de B6LP39 junto a la cepa parental 869.73. En otras bacterias Gram 
negativas los efectos causados por la falta de un componente bacteriano que se libera al 
medio extracelular pueden ser complementados mediante el agregado en forma externa 
de moléculas en estado salvaje (4,5). En Bordetella se ha descripto el LPS es liberado al 
medio extracelular (8), este LPS liberado desde una cepa salvaje podría entonces 
complementar la deficiencia que presenta B6LP39 en la etapa de adhesión. Con el fin de 
evaluar esta posibilidad de complementación in vivo, se inocularon ratones con una 
suspensión compuesta por cantidades iguales de 869.73 y B6LP39. En forma paralela 
como control se inocularon ratones con una suspensión de B6GFP y 869.73. A las 4 
horas y días subsiguientes, los ratones fueron sacrificados y de cada animal se les extrajo 
los pulmones los cuales fueron homogenizados y diluidos para realizar el recuento de 
bacterias. El análisis del perfil de supervivencia, de ambas cepas inoculadas, se muestra 
en la figura IV.2. Como puede observarse en dicha figura, la cepa parental no presentó 
dificultad alguna en desarrollar un proceso infeccioso al ser coinoculada junto a 86LP39. 
Sin embargo 86LP39 nuevamente fue eliminada rápidamente del hospedador siguiendo 
una cinética indistinguible a la presente en inoculaciones protagonizadas por esta cepa en 
forma individual.
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F ig . IV/.2. E nsayos de in fección  in vivo. R a tones B A LB /c  hem bras de 3 s e m a n a ^ d e  edad fueron  
inocu lados por vía in tranasa l con 50 ul de aprox 4.10"' de BtB.73 en fase  v iru len ta  ( ). D os horas
después de la prim era infección los ratone s fue ron inoculado s con 5 .1 0‘ bacte rias  B bG FP  (A) ( ) o  
5 .10 ‘  bacte rias  BÍLP39 (B) ( - k -  ). En los  días p os te rio res  al m om en to  de la inocu lac ión  ind icados los  
ra tones fu e ron  sacrificados y se les  extra jo  qu irú rg icam ente  a m bos  pu lm ones, los cua les  fue ron  
hom ogen izados. Para rea liza r el recuento de bac te rias  d ilu c iones  adecuadas del hom ogenado  fueron  
sem bradas en SS s y en S S ssup lem en ta do  con K anam ic ina  (80 ug mi" ). L o s v a lo re s d e U F C  rep resen tan  
el p rom ed io  de lo obten ido  en ra tones d ife ren tes  en cada punto.
Inoculación de ratones con 86LP39 por vía intraperitoneal. Sensibilidad de 
8ÓLP39 frente a la acción bactericida del suero. El proceso infectivo de 6. 
bronchiseptica comienza con la adhesión sobre el tejido epitelial y luego se diseminaría 
sobre el resto de los tejidos presentes en el aparato respiratorio. En todos los ensayos 
anteriores se utilizó la vía de inoculación intranasal tradicional que a su vez es la que 
corresponde a la forma natural de infección. A través de esta vía, la bacteria entra en 
contacto directo con las células epiteliales debiendo adherirse a ellas para poder iniciar la 
infección. Este primer paso es el que estaría seriamente afectado en B6LP39. Esta 
barrera en el desarrollo de la infección de BÓLP39 ha sido imposible de ser superada a 
través de las diferentes estrategias utilizadas anteriormente. Con el fin de lograr el 
desarrollo de la infección evadiendo el primer paso de adhesión, se decidió inocular a los 
ratones con la cepa fí£>LP39 por otra vía diferente a la intranasal. Uno de los posibles 
inconvenientes de la vía intraperitoneal es la posible acción bactericida del suero, con el 
que la bacteria estaría en contacto en el sistema circulatorio. Con el fin de evaluar esta 
posibilidad se decidió realizar en primer lugar un ensayo de sensibilidad a la acción 
bactericida del suero. Para ello, suspensiones bacterianas provenientes de cultivos en 
medio líquido en fase logarítmica fueron diluidas de manera adecuada hasta obtener un
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número aproximado de 500 bacterias. Esta cantidad ya ha sido ensayada y reportada 
como óptima por otros autores para la evaluación de la acción bactericida del suero (6). 
Esta suspensión bacteriana fue mezclada con un suero obtenido a partir de ratones 
BALB/c libres de patógenos, de manera de obtener una concentración del suero del 90%. 
Luego de la incubación de una hora a 37° C sin agitación, se sembraron diluciones de la 
mezcla bacterias-suero, en medio sólido SSs suplementados con antibióticos. Los 
resultados obtenidos muestran que el porcentaje de bacterias sobrevivientes a la acción 
bactericida del suero para la cepa muíante BÓLP39 fue indistinguible al correspondiente a 
la cepa parental BÓ9.73, indicando que ambas cepas son resistentes a la acción del suero 
nativo (Fig. IV.3). Como control de nuestro ensayo también realizamos incubaciones del 
suero con la cepa B. pertussis ya que se informado la acción bactericida del suero sobre 
esta cepa. Efectivamente, pudimos observar que B. pertussis es sensible a la acción del 
suero, permitiéndonos verificar que el suero empleado por nosotros tenía actividad 
bactericida. Estos resultados se repitieron al utilizar sueros nativos de otros hospedadores 
naturales de B. bronchiseptica tales como conejo, rata y cobayo.
Fig. IV.3. Acción bactericida del suero de diferentes animales sobre B69.73 (gris) y el mutante 
rugoso profundo B6LP39 (blanco). Bacterias crecidas en SS líquido en fase logarítmica fueron 
diluidas en PBS de manera de incubar 500 bacterias con suero normal 90% v/v final durante 1 hora 
a 37° C. La resistencia al suero se presenta como porcentaje de bacterias supervivientes en 
presencia del suero respecto a un control empleando PBS en lugar de suero. Como contro positivo 
de la presencia de actividad bactericida se realizaron en paralelo incubaciones con B. pertussis 
Tohama, sensible al suero nativo. Todos los sueros utilizados presentaron actividad bactericida, 
obteniéndose menos de 1 % de bacterias recuperadas.
Una vez determinada la resistencia de BPLP39 a la acción bactericida del suero se 
procedió con la inoculación intraperitoneal en ratones una suspensión bacteriana del 
mutante BÓLP39. Se inocularon intraperitonealmente ratones hembras BALB/c con 5.105 
bacterias BÓLP39 en 200 pl de PBS estéril. A los 4 días de la inoculación se sacrificaron 
los animales y se analizó la presencia de BÓLP39 en pulmón, tráquea, hígado y bazo. Los 
homogenados de cada uno de los órganos analizados se sembraron en SSs
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suplementado con estreptomicina (100 pg mi'1) y se incubaron a 37° C. En ninguno de los 
casos analizados pudimos observar crecimiento
Análisis de la modulación del LPS de BÓ9.73 durante ensayos in vivo
Tal como se ha discutido en el capítulo anterior, la falta de reactividad de los sueros 
provenientes de infecciones crónicas frente a las estructuras remanentes del LPS en el 
muíante B5LP39 sugiere que la repuesta específica contra la porción distal del LPS sería 
la fuerza de selección del fenotipo rugoso profundo durante la infección. A fin de avanzar 
en el conocimiento de este aspecto modificamos el modelo de infección animal intentando 
recrear la situación inmune presente durante una infección crónica. Para ello realizamos 
ios siguientes experimentos.
Inoculación de B69.73 en ratones inmunizados con LPS liso. En primer lugar se 
intentó recrear la respuesta inmunológica contra el LPS con los integrantes tanto 
humorales como celulares de la misma. Para ello se inoculó intraperitonealmente LPS 
proveniente de la cepa BÓ9.73 según el esquema descripto en la sección 5.1. del 
presente capítulo. El título anti-LPS presente en el suero de ios animales fue evaluado por 
ELISA semanalmente. Una vez alcanzado un título similar al presente en un suero de un 
ratón con una infección producida por B59.73 con una antigüedad de más de 200 días 
(1/300, período crónico) se inocularon los ratones por vía intranasa! con B59.73 en fase 
virulenta (5. 106 UFC en 50 pl de PBS). El número de UFC recuperados de los pulmones 
de estos animales muestra un brusco descenso en los primeros 3 días postinfección. A 
partir de las pocas bacterias recuperadas a los cinco días después de la inoculación se 
analizó el perfil electroforético del LPS en geles de policarilamida (Fig. IV.4). Todos los 
aislamientos analizados no presentaron diferencias significativas respecto al perfil 
presente en el momento de la inoculación. En días posteriores no fue posible aislar
Días post inoculación 
0 3
Fig. IV.4. SDS-PAGE 17,5% p/v de los LPS provenientes de las bacterias obtenidas a los distintos días 
después del momento de la inoculación con B b 9 .73 en ratones inmunizados previamente con LPS completo.
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bacterias de los pulmones.
Transferencia pasiva de anticuerpos contra el LPS de 669.73. Para evaluar sólo el 
efecto de la respuesta humoral sobre la estructura del LPS se inocularon ratones que 
previamente habían sido inmunizados pasivamente con suero anti-LPS.
Para ello los animales fueron primeramente inyectados por vía intraperitoneal con 
suero policlonal específico contra el LPS de la cepa 669.73 cuyo título fue de 1/5000. 
Transcurridas dos horas se inocularon los ratones con una suspensión bacteriana de 
Bb9.73 en fase virulenta (5. 106 UFC en 50 pl de PBS). En este momento se extrajo suero 
de los animales y se analizó el título de los mismos. Los títulos obtenidos se 
correspondieron con los del suero inoculado, indicando que la inmunidad humoral había 
sido transferida con éxito. Transcurridos 5, 15 y 22 días grupos de ratones fueron 
sacrificados. A partir de los pulmones de dichos ratones se determinó el número de 
bacterias viables por ratón y se analizó el LPS presente en las bacterias aisladas a partir 
de estos órganos (Figs. IV.5 y IV.6). La cepa que se utilizó para la inoculación presenta el 
perfil electroforético del LPS característico de esta cepa. Las bacterias aisladas durante 
los días el resto de los días postinoculación presentaron un LPS con estructura rugosa, es 
decir sin antígeno O.
F¡g. IV.5. Cinética de colonización de B. bronchiseptica 9.73 en ratones BALB/c hembras de 3 semanas 
de edad inmunizados pasivamente con 150 ul de suero policlonal anti-LPS completo. Ambos pulmones 
fueron extraídos de cada animal en los tiempos indicados y se determinó el número de UFC presentes en 
total.
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DISCUSIÓN
En el capítulo anterior hemos descripto que el primer paso de la infección del mutante 
BÓLP39 está seriamente afectado debido a la ausencia de una estructura completa del 
LPS. Este comportamiento nos impidió analizar mediante los ensayos clásicos de 
infección en ratones, el rol de la estructura trunca del LPS en el establecimiento de una 
infección crónica. Con el fin de lograr que la infección de BÓLP39 progrese diseñamos 
una serie estrategias. Por un lado empleamos cambios en las condiciones de inoculación: 
mayor volumen de inoculo, mayor cantidad de bacterias inoculadas, diferente vía de 
inoculación, y por otro lado utilizamos drogas inhibidoras del movimiento ciliar o traqueal 
(vía de entrada de Bordetella). Las modificaciones realizadas intentaron disminuir el 
efecto de alguno o varios de los obstáculos que encuentra la bacteria al intentar 
establecer la infección.
El aumento del volumen de inoculo permitiría que las bacterias presentes en la 
suspensión tengan acceso directo a la superficie del epitelio pulmonar. De esta manera 
las bacterias no deben sortear las etapas de diseminación a través del tracto respiratorio 
en donde podrían ser eliminadas por la respuesta innata allí presente. Con una idea 
similar se inoculó un número mayor de bacterias pretendiendo que de esta manera los 
otros componentes bacterianos en mayor cantidad suplan la deficiencia de B6LP39. Pero 
lamentablemente en ninguno de estos casos conseguimos que el mutante rugoso 
profundo colonizara los pulmones del ratón.
Se intentó entonces complementar la deficiencia del mutante para lo cual realizamos co 
infecciones en ratones con BÓLP39 y la cepa parental que se sabe que libera al medio 
extracelular al LPS en su forma completa. El LPS completo de BÓ9.73 liberado podría 
intervenir en procesos de adhesión entre el epitelio del hospedador y el mutante 
conteniendo al LPS rugoso profundo. Mientras que la cepa parental, marcada con el 
plásmido pGB5P1, colonizó y persistió en los pulmones del ratón al menos 4 días 
después del momento de la inoculación, no fue posible recuperar bacterias BÓLP39 
transcurrido ese mismo lapso de tiempo (Fig. IV.2). La ausencia de complementación 
entre ambas cepas en los ensayos de coinoculación podría indicar, entre otras 
posibilidades, que la cepa B59.73 no libera in vivo al LPS o que es necesaria una 
disposición espacial particular del LPS que no se alcanza cuando se encuentra en forma 
soluble. Más allá de la razón por la cual no se logra la complementación el hecho es que 
BÓLP39 no logra colonizar en el hopedador en esas condiciones.
Fue por ello que decidimos emplear otra estrategia y en particular una que bloquee la 
acción mecánica de las cilias presentes en el tracto respiratorio ya que son una de las 
principales causas de la eliminación de patógenos de este aparato. Se procedió entonces 
a la modificación de su actividad a través del uso de drogas que inhiben la movilidad de 
las cilias. Se utilizó para ello atropina, inhibidor del movimiento ciliar o un anestésico 
general como el pentobarbital. El uso de este último ya fue descripto en ensayos 
realizados con objetivos similares (4). El efecto de las drogas fue corroborado por la
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sintomatoiogía que desarrolla en los animales, sin embargo en estos ensayos los 
resultados fueron negativos ya que no se lograron recuperar colonias BÓLP39.
Dado que no dió resultado manipular la actividad anti-adhesiva del hospedador, se 
decidió aumentar la posibilidad de adhesión del patógeno realizando inoculaciones de los 
ratones con bacterias cultivadas en condiciones en donde expresan más adhesinas. 
Register y colaboradores (2) le asignaron a proteínas codificadas por genes vrg una 
propiedad adhesiva que aumentaba la eficiencia de pegado de B. bronchiseptica a células 
epiteliales. Inoculamos entonces un grupo de ratones con BÓLP39 crecida en condiciones 
en que expresarían estas proteínas. En nuestro caso se utilizó el crecimiento a bajas 
temperaturas, reportada como la condición adecuada para expresar dichas adhesinas. Su 
expresión pudo observarse en geles de poliacrilamida. Sin embargo la posible actividad 
adhesiva adicional no fue suficiente para lograr revertir el fenotipo no infectivo de BÓLP39.
El hecho de que ninguna de las estrategias utilizadas hasta aquí fueran suficientes para 
lograr que BÓLP39, con un LPS rugoso profundo, infecte al ratón indicaría que quizás 
aunque pudiera superarse la etapa de adhesión otros mecanismos desarrollados por el 
hospedador impedirían de alguna manera que BÓLP39 progrese en la infección. Así, la 
acción bactericida del suero podría ser responsable de la eliminación temprana de 
BPLP39. Para evaluar este aspecto se realizaron ensayos en los que se incubaron las 
bacterias con sueros nativos de diferentes orígenes durante 1 hora a 37° C tal como fue 
realizado en otros trabajos por otros autores (6 ,17 ). Los resultados indicaron que BÓLP39 
no presenta diferencias de suceptibilidad respecto a la cepa parental, siendo ambas 
resistentes a la acción bactericida del suero. Este resultado resulta interesante, dado que 
varios trabajos en diferentes bacterias han atribuido al LPS como factor importante para 
prevenir la acción bactericida del suero (1, 15). En particular en B. bronchiseptica se ha 
sugerido que el antígeno O tendría el rol de evitar que el complemento presente en el 
suero sea activado (3). La diferencia entre estos resultados y los nuestros se debe quizás 
a que dichos autores trabajaron con mutantes en donde se comprometían zonas 
hidrofílicas del LPS. Estas zonas jugarían un rol particular en la resistencia al 
complemento. En nuestro caso, el LPS del mutante rugoso profundo BÓLP39 tendría en 
su composición sólo dos azúcares pertenecientes al core (KDO y Heptosa). La ausencia 
de la parte más hidrofílica del LPS comprendida por el antígeno O, el trisacárido y el core 
podría ocasionar cambios en cuanto a la hidrofobicidad y a la carga neta presente en la 
superficie de la membrana bacteriana. Estas diferencias respecto a la cepa con un LPS 
completo (hidrofílico y cargado en forma negativa) inhibirían una correcta aproximación y 
adhesión de los componentes del complemento impidiendo la acción de este sistema de 
defensa innato del hospedador.
Otro ensayo que realizamos consistió en inocular ratones neutropénicos ya que 
neutrófilos son los jugarían un rol importante contra el patógeno durante la infección de B. 
bronchiseptica (6). La neutropenia en los ratones se consiguió mediante el tratamiento de 
los ratones con ciclofosfamida. El recuento de células de la serie blanca tanto en el inicio 
de la infección como durante la misma nos permitió corroborar que durante todo el ensayo 
los ratones se encontraban en neutropenia. Nuevamente en estos ensayos fue imposible
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lograr que BÓLP39 colonizara los pulmones de los ratones inoculados. Este resultado no 
indica que estas células no estén involucradas en el desarrollo de la inmunidad específica 
o adaptativa contra B. bronchiseptica sino que en este caso no sería necesaria la 
presencia de neutrófilos para erradicar la infección del mutante ya que éste no logra 
adherirse y colonizar al hospedador.
Ninguna de esta serie de manipulaciones permitieron que la infección de BÓLP39 
avance hacia un estadio crónico de infección en el animal de experimentación. Si bien en 
todas ellas los resultados obtenidos fueron negativos, estos estaría reforzando el 
concepto de la necesidad de la presencia de un LPS completo para lograr una infección 
efectiva. La intervención del LPS en el proceso de adhesión sería fundamental para que 
se desarrollen las siguientes etapas de la infección.
Teniendo en cuenta la imposibilidad de lograr una infección efectiva por parte de 
BÓLP39 se de decidió evaluar directamente si la presencia de una respuesta inmune anti- 
LPS que usualmente se encuentra en el período crónico de infección es la causante de 
inducir los cambios en el LPS desde una forma completa hacia una forma trunca. Para 
ello se indujo por un lado, el desarrollo de una inmunidad específica contra el LPS 
inyectando los ratones por vía intraperitoneal con LPS completo purificado a partir de la 
cepa BÓ9.73. Se empleó una cantidad de LPS correspondiente 800 ng de KDO. Una vez 
verificado la presencia de un título de anticuerpos 1/300 se procedió a inocular los 
ratones. En esta situación logramos que sólo un número pequeño de bacterias 
colonizaran el pulmón quizás como consecuencia de que la repuesta inmune ya montada 
contra el LPS impide una correcta colonización de las bacterias presentes en el inoculo. 
De todas formas, a partir de la colonias recuperadas del pulmón a los cinco días después 
de la inoculación se procedió a la caracterización del LPS mediante corridas 
electroforéticas en geles de poliacrilamida. Ninguna de las colonias analizadas presentaba 
modificaciones en la estructura del LPS. A los diez días postinoculación este análisis no 
fue posible de repetir ya que no fue posible recuperar colonias de los pulmones de los 
ratones infectados.
La baja eficiencia en la colonización en la situación anterior pudo deberse a la 
respuesta celular y humoral desarrollada. Para mejorar la colonización pero manteniendo 
el entorno inmune característico del período crónico circunscribirnos los experimentos 
sólo a la respuesta humoral. Para ello realizamos una inmunización pasiva de los ratones 
con anticuerpos anti-LPS completo y sobre los ratones así inmunizados inoculamos 
bacterias conteniendo LPS completo (BÓ9.73). Cuando comparamos la cinética de 
colonización de B69.73 en estos ratones respecto a ratones no inmunizados pudimos 
verificar que el perfil de colonización no se modifica. Sin embargo pudimos observar 
claros cambios en las estructuras del LPS presentes en las bacterias recuperadas a lo 
largo de la infección. Los cambios observados se mantuvieron durante sucesivos repiques 
(entre dos o tres veces) de manera similar a lo observado en los aislamientos obtenidos 
del período crónico de una infección que no pierden el fenotipo rugoso.
El cambio estructural presente en estos aislamientos se corresponde a un fenotipo sin 
las porciones distales del LPS. En estos ensayos no se observó el fenotipo rugoso
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profundo, en donde no sólo no se expresa el antígeno O sino que deja de ser sintetizado 
parte del core del LPS. La ausencia de este fenotipo puede ser atribuido a que en primer 
lugar el modelo de infección es con un hospedador diferente, por otro lado en esta 
oportunidad se evaluó sólo la acción de los anticuerpos anti-LPS y no la respuesta celular 
también presente en una infección. De todas maneras la pérdida del antígeno O 
observada como consecuencia de la presencia de anticuerpos anti-LPS puede ser que 
sea el primero de otros pasos que conducen finalmente hacia el fenotipo rugoso profundo. 
La selección de fenotipos rugosos quizás requiera tanto de la presencia de la inmunidad 
humoral como de la celular.
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Actividad proapoptótica de los LPS 
obtenidos de bacterias aisladas 
durante diferentes períodos de la 
infección.
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INTRODUCCIÓN
En los capítulos anteriores hemos descripto que el mutante BÓLP39, que expresa un LPS 
con estructura rugosa profunda, no es capaz de iniciar el proceso de infección en el modelo 
murino. Esta deficiencia imposibilita que la infección progrese y en consecuencia BÓLP39 no 
resulta una herramienta adecuada para estudiar el rol de las diferentes estructuras del LPS 
durante distintos estadios de la infección y en particular durante el período crónico de la 
enfermedad. Como estrategia de estudio alternativa, decimos analizar a través de ensayos in 
vitro mecanismos que podrían estar ocurriendo in vivo durante la infección y en los que el 
LPS podría jugar un rol. En particular, analizamos el fenómeno de apoptosis o muerte celular 
programada ya que existe una creciente acumulación de evidencias acerca de la importancia 
de la misma en los procesos de patogénesis bacteriana. Estos patógenos pueden inducir o 
inhibir la apoptosis según la célula eucariota de que se trate y según el momento de la 
infección que se esté desarrollando (9, 22 , 50). Para una mejor comprensión de nuestros 
resultados a continuación haré una breve descripción del proceso apoptótico y de los 
mecanismos involucrados en el mismo.
Apoptosis. Generalidades del proceso
La apoptosis es un proceso fisiológico normal en los organismos pluricelulares que, a 
diferencia de la necrosis, permite la eliminación de células dañadas sin generar una 
respuesta inmunológica exagerada. Se trata de un mecanismo evolutivamente conservado y 
regulado bioquímica y genéticamente que posee un rol crítico durante el desarrollo y 
homeostasis de los tejidos en organismos multicelulares (70). A diferencia de los procesos 
necróticos, la apoptosis permite al organismo remover las células innecesarias o dañadas de 
una manera inmunológicamente silenciosa. El proceso apoptótico puede desencadenarse a 
través de múltiples señales que pueden ser intra o extracelulares (69). Dentro de las señales 
intracelulares que desencadenan la apoptosis se encuentra la desnaturalización o ruptura de 
la estructura del ADN o una disminución dramática en los niveles de la relación ATP/ADP. 
Ambos procesos deben ser de una magnitud tal que resulte imposible para la célula revertir 
esa situación. El mecanismo por el cual estas alteraciones (desnaturalación/ruptura del ADN 
o desbalance energético) son sensadas parece involucrar a las mitocondrias de la célula (24) 
quienes en respuesta a estímulos liberarían al citosol citocromo c, cofactor necesario para la 
activación de algunas proteasas iniciadoras del proceso de apoptosis (23). Previamente a que 
se produzca esta liberación del citocromo c se observa un descenso en la diferencia de 
potencial en la membrana interna (Aij/m) de la mitocondria. Tanto la liberación de citocromo c 
como la disminución de A\|/m se producen por mecanismos aún no del todo esclarecidos. 
Gottlieb (2000) (23), recientemte ha postulado diferentes mecanismos posibles para la 
liberación del citocromo c, sin embargo aún no existen evidencias experimentales 
contundentes que avalen algún mecanismo en particular (23).
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En relación a las señales externas que desencadenan un proceso apoptótico se sabe que 
las mismas son diversas y que son recibidas por diferentes receptores. Por ejemplo, el factor 
antitumoral o factor de necrosis tumoral (TNF) que fue descripto como uno de los primeros 
inductores de apoptosis, ejerce su acción a través de dos receptores específicos presentes 
en la membrana celular. Estos dos receptores se han denominado TNF-R1 y TNF-R2, siendo 
el primero el responsable de la mayoría de las acciones biológicas observadas para TNF. La 
unión de TNF a su receptor, TNF-R1, desencadena una serie de señales intracelulares que 
finalmente resultan en la activación de dos factores de transcripción, el factor nuclear k B (NF- 
k B) y c-Jun (41). Estos factores de transcripción son responsables de la inducción de la 
expresión de diversos procesos biológicos que incluyen el crecimiento celular y la muerte 
celular programada.
Dentro de la familia integrada por receptores similares a TNF-R1 y TNF-R2 se encuentra 
el ligando de Fas (FasL) (26). Este ligando posee un rol central en la regulación fisiológica de 
la apoptosis (http://stke.sciencemag.org/cgi/cm/CMP_9993) y ha sido implicado en el desarrollo de 
algunas enfermedades del sistema inmune. A pesar de que al sistema Fas-FasL se lo ha 
relacionado con señales de muerte, también produce señales de proliferación que aún no 
han sido estudiadas en detalle. La interacción de Fas o anticuerpos agonistas con FasL 
permite la formación de un complejo inductor de muerte (DISC) que recluta diferentes 
factores e inicia el proceso apoptótico (46).
Uno de los últimos receptores descriptos con un rol en la inducción/prevención de la 
apoptosis en las células eucariotas son los receptores semejantes a Toll tipo 4 (Toll-like 
receptors 4) (TLR4) (2). Este receptor está involucrado en el reconocimiento de patógenos 
por parte de la respuesta inmune innata del hospedador y se encuentra presente en varios 
tipos celulares como macrófagos, células dendríticas, células endoteliaies pero no en 
linfocitos (52, 57). A diferencia del resto de los receptores Toll-like (TLR1-2, TLR5-9 y TLRx), 
el TLR4 presenta afinidad por el lipopolisacárido (LPS) presente en todas las bacterias Gram 
negativas (Fig. V.1) (2, 8, 39). Esta interacción ligando-receptor permitiría al organismo 
identificar la presencia de este tipo de patógenos de una manera relativamente específica y 
disparar así la respuesta inmune. Este receptor, luego de reconocer la presencia del LPS, 
induce la translocación de N F -k B al núcleo de la célula, a través de una cascada de señales 
en las que estarían involucradas diferentes proteinquinasas (ej: la quinasa asociada al 
receptor de IL-1 (IRAK) (40). Normalmente el factor N F -k B se encuentra en el citoplasma de 
la célula eucariota unido de manera no covalente a otras proteínas chaperonas (hcB entre 
otras) impidiendo que pueda ser translocado al interior del núcleo (7). Ante la presencia de un 
estímulo apoptótico y/o inflamatorio, las chaperonas son ubiquitinadas y posteriormente 
degradadas, lo que le permite a N F -k B ingresar al núcleo y activar la transcripción de 
numerosos genes involucrados en su mayoría en procesos anti-apoptóticos y en el 
desencadenamiento de la respuesta inmune (16).
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actualmente que TLR3, TLR4, TLR5, TLR7 y TLR9 inducen la señal intracelular a través de la 
formación de un homodímero luego de unirse al ligando. TLR2 por otro lado formaría 
heterodímeros con otro TLR (TLR1 o TLR6). En particular para TLR4 es necesaria la presencia de 
otras proteínas accesorias como MD-2 y CD14. Se indican los componentes principales 
intervinientes en la señal inducida porTLR4.
IRAK: quinasa asociada al receptor de interleuquina; NF-kB: factor nuclear kB; TIRAP, proteína 
adaptadora del receptor TLR/IL; TRAF: factor asociado al receptor del factor de necrosis tumoral.
Todos estos receptores involucrados en la apoptosis, en respuesta a la presencia de los 
ligandos señal, se reclutan en la membrana de manera de activar a una serie de enzimas 
denominadas caspasas. Estas enzimas proteolíticas se caracterizan por (;) ser cisteín 
proteasas y por lo tanto utilizan a la cisteína como grupo nucleofílico en su sitio activo y (~) 
cortar al péptido dando como resultado otro de menor tamaño cuyo extremo C-terminal es un 
ácido aspártico y por ello el nombre de aspasas (4). El rol de estas enzimas en la apoptosis 
se ha determinado, por un lado, a través del uso de inhibidores sintéticos o naturales 
específicos de las caspasas que son capaces de prevenir la apoptosis ante estímulos que
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normalmente inducen este proceso (19) y por otro lado, a través de animales que no poseen 
determinadas caspasas causando serios defectos en las apoptosis (10).
Las caspasas son sintetizadas como precursores o procaspasas que luego son 
convertidas en proteasas activas por mecanismos proteolíticos. Esta proteólisis ocurre en 
residuos de ácido aspartico iguales a los que la misma proteasa reconoce como sustrato, por 
lo que las caspasas funcionarían en forma de cascada. En esta cascada existe una caspasa 
iniciadora que es activada por la interacción con proteínas adaptadoras, mediante un proceso 
clave en la regulación de la apoptosis y por lo tanto cuidadosamente controlado. Luego de 
activada la caspasa iniciadora, ésta activa una diversidad de caspasas efectoras que a su 
vez actuarán sobre otras caspasas y demás proteínas de la célula, que finalmente llevarán a 
la muerte celular programada (10).
Una vez desencadenado el proceso apoptótico éste es irreversible. Una célula que ha 
iniciado el proceso de apoptosis se caracteriza por presentar marcados cambios bioquímicos 
y morfológicos. Entre tos primeros se destacan una fragmentación discreta del ADN de la 
célula debido al clivaje de esta molécula entre tos nucleosomas, la exposición de 
fosfatidilserina hacia el medio extracelular y un controlado clivaje de varias proteínas del 
citosol, entre ellas la poli(ADP-ribosa) polimerasa (PARP), involucrada en la identificación de 
las zonas degradadas del ADN nuclear (14,10,49,74).
Los estudios sobre apoptosis han demostrado que sobre la diversidad de factores y vías 
que lo desencadenan existen numerosas características que son comunes y es sobre ellas 
que se han desarrollado diferentes métodos para detectar y/o cuantificar la presencia de 
células en procesos de muerte celular programada. En la tabla V.1 se muestra un resumen 
de tos prinicipales métodos y sus características más sobresalientes.
Tabla V. 1: Metodologías empleadas para la detección de células apoptóticas.
Método Fundamento Cuantificación Estadiodetectado Célula blanco
Com éntenos
Hoechst o DAPI Unión a ADN No Tardío Todo tipo No es específico
Naranja de 
acridina, Bromuro 
de etidio
Se une al ADN Por citometría de flujo Tardío
Células en 
suspensión
No es
específico. Sólo 
distingue entre 
célula viva o 
muerta
TUNEL
Detecta las 
porciones olivadas 
del ADN
Si Tardío
Células en 
suspensión y 
tejidos
Laddering Detección de oligonucleosomas No Tardío
Todo tipo de 
muestras
Poca
sensibilidad
ELISA Detección de oligonucleosomas Si Tardío
Células en 
suspensión o 
adheridas
Utilizado en 
esta Tesis
Clivaje de 
procaspasas
Detección por 
western blot No Temprano
Todo tipo de 
muestras
Poca
estabiidad de 
ios anticuerpos
Clivaje de 
sustratos de 
caspasas (PARP,
Detección por 
western blot No Tardío
Todo tipo de 
muestras
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procaspasa 3)
Anexina V
Detecta ia inversión 
de fosfátidilserina 
en la membrana 
plasmática
Por citometna de 
flujo Temprano
Sin trataminetos 
de fijación
Permite el 
procesamiento 
rápido de las 
muestras 
Utilizado en 
estaTesis
Caspasas Sustrato cromóforo Si Temprano-intermedio
Células en 
suspensión o 
adheridas
Bajo nivel de 
detección
Pérdida de Av|;m Se utilizan fluorocromos Si Temprano
Células en 
suspensión o 
adheridas
Se debe 
procesar 
rápidamente
Liberación de 
proteínas de la 
mitocondria
No Temprano Todo tipo de muestra
Se debe hacer 
fraccionamiento 
celular, fo cual 
diluye la señal
Inhibidores de 
caspasas No No se determina
Células en 
suspensión o 
adheridas
Se necesita un 
método 
adicional para 
detectar la 
pérdida del 
efecto 
apoptótico. 
Están disueltos 
en DMSO que 
es tóxico para 
la célula
Apoptosis en la infección bacteriana
A través de la utilización de las técnicas descriptas en la tabla se pudo determinar la 
importancia de la apoptosis en la infección bacteriana. Más aún, se han podido identificar a 
numerosos factores bacterianos que son capaces de inducir o inhibir el proceso apoptótico 
(22, 50). Esta actividad y la regulación de la misma se hace evidente sobre todo en aquellas 
bacterias que presentan una etapa de vida intracelular en el proceso infectivo, pero no es 
exclusiva de este tipo de patógenos (9, 22 , 50). En la actualidad existen numerosos reportes 
no sólo sobre el rol de distintos componentes bacterianos en la apoptosis de diferentes 
células del hospedador sino sobre los mecanismos involucrados (9, 50). En la Tabla V.2 y la 
figura V.2 se presenta un esquema con los mecanismos hasta el momento conocidos de 
modulación del proceso apoptótico por parte de algunos patógenos bacterianos.
Tabla V.2. Mecanismos a través de los cuales diferentes patógenos modulan la actividad apoptótica de céluas 
eucariotas.
M icroorganism o
Factor
bacteriano
involucrado
Célula del 
hospedador
Sitio de 
acción
Efecto sobre 
ei mecanismo 
apoptótico
Referencia
Brucella suis Factor soluble Monocitos y 
macrófagos
Desconocido Inhibición 25
Chlamydia trachomatís ¿? Células
epiteliales,
macrófagos
Caspasa 3, cyt c Inducción e 
inhibición
15,59
Coxiella sp. ¿? Macrófagos TNF-a Inducción 12
Helicobacter pylori Factor proteico Células Caspasa 8 y 9, Inducción 68
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de membrana. 
LPS
epiteliales
gástricas
Bad, Bid.
Legionella
pneumophila
Factor reguiado 
por ei sistema de 
virulencia
dotficm.
Macrófagos,
células
epiteliales
Caspasa 3 Inducción 20,21 56
Listeria
monocytogenes
Llyo Hepatocitos,
células
dendriticas,
linfocitos
Desconocido Inducción 30, 53, 63
Mycobacterium sp. Pared celular. Macrófagos TNF-a, Caspasa 
1
Inducción e 
inhibición
3, 6, 43,48,64, 
65,72
Porphyromonas
gingivalis
LPS Células del 
bazo, linfocitos 
B
TNF-a Inducción 37
Rickettsia sp. ¿? Células
epiteliales
NF-kB Inducción e 
inhibición
11
Salmonelfa spp. SipB Macrófagos Caspasa 1 Inducción 33,62
Shigella flexnerí IpaB Macrófagos Caspasa1 Inducción 35, 78
Yersinia enterocolitica YopJ/YopP Macrófagos NF-kB, TNF-a, 
MAPKK
Inducción 54, 55, 60, 66
En la tabla V.2 se puede apreciar que cada patógeno utiliza diferentes mecanismos para 
regular la apoptosis celular. El grado de avance en el conocimiento sobre apoptosis permite 
realizar por el momento suposiciones acerca del rol específico de la inducción o inhibición del 
proceso apoptótico en la célula del hospedador. La inducción podría contribuir a la 
eliminación de células clave del hospedador que serían necesarias para la erradicación del 
patógeno, inhibir su replicación, liberar al exterior las bacterias intracelulares o inducir una 
respuesta inflamatoria no demasiado exagerada que permita controlar la infección. Por otro 
lado la inhibición de la muerte celular permitiría a las bacterias intracelulares conservar su 
nicho, persistiendo de esta manera en el hospedador. La determinación de la relevancia de la 
inducción o prevención de la apoptosis durante la infección no sólo permitirá avanzar en la 
comprensión del proceso patogénico sino que aportará información sobre la compleja 
relación patógeno-hospedador.
Apoptosis en la infección causada por Bordetella
A lo largo del estudio de tos diferentes factores de virulencia presentes en el género 
Bordetella, se ha determinado que alguno de ellos poseen actividad apoptótica en algunos 
tipos celulares (44, 75). A su vez ha sido posible, en ocasiones, observar in vivo un aumento 
significativo en el número de células en proceso de muerte celular programada durante la 
infección de Bordetella en modelos de infección murinos. La mayoría de estos estudios se 
han focalizado en B. pertussis y de allí se extendieron a las otras especies del género. La 
extrapolación de resultados entre especies ha sido denominador común a lo largo del estudio
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Fig. V.2. Fenómeno de apoptosis regulado por bacterias intracelulares
Abreviaturas utilizadas: APAF 1, factor activador de proteasa apoptótica 1; CAD, deoxiribonucleasa activada por 
caspasas; cytc, citocromo c; FADD, dominio de muerte asociado a FAS; FASL, ligando de FAS; ICAD, inhibidor 
de CAD; IL, interleuquina; IpaB, antígeno B invasivo derivado de plásmido; LlyO, listerolisina; MAPKK proteína 
activada or mitógeno quinasa quinasa; NF-kB, factor nuclear kB; RIP, proteína de interacción conreceptor; TLR- 
2, receptor similar a Tolí 2; TNF, factor de necrosis tumoral; TNFR, receptor de TNF; TRADD, dominio de 
muerte asociado al receptor de TNF. Las flechas discontinuas indican mecansimos aún no determinados y los 
signos de interrogación indican relaciones deconocidas.
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de este género. Sin embargo, dichas extrapolaciones no son siempre válidas partiendo de 
la base de la divergencia de hospedadores que existe entre ambas especies.
Los primeros reportes acerca de la actividad apoptótica presentada por B. pertussis 
asignaron a la adenilato ciclasa-hemolisina (AC-Hly) el rol principal en la inducción del 
proceso (44, 45). Esta toxina purificada puede inducir la fragmentación del ADN al tratar las 
células J774A.1. Para ello, la toxina requiere de sus dos actividades, adenil ciclasa y 
hemolisina, además su modificación post traduccional (adición de un residuo del ácido 
palmitico en la Lys983 de la cadena peptídica) (45). Se ha sugerido que la actividad apoptótica 
de AC-Hly estaría relacionada con el aumento en AMPC junto con la disminución de ATP 
producida por esta toxina en el medio intracelular (5). La disminución de ATP ha sido 
descripta como poderoso inductor de apoptosis (51), principalmente en donde se encuentra 
involucrado un descenso en el potencial de membrana de la mitocondria (A'Fm). En efecto, 
durante la apoptosis inducida por B. pertussis se puedo observar, junto al descenso de ATP, 
una disminución del A'Fm de esta organela (5). En forma adicional se presenta una 
disminución en la célula eucariota en el nivel de expresión de Hsp70, chaperona involucrada 
en la prevención de la inducción de apoptosis debida a descensos en los niveles de ATP (58).
La actividad proapotótica descripta para otros factores de virulencia distintos de AC-Hly 
como FHA presenta aún controversias. Khelef y colaboradores (1993) (45) no encontraron 
fragmentación de ADN en las células tratadas con esta adhesina, sin embargo Abramson y 
col. (2001) (1) observaron un importante efecto inductor de apoptosis con el agregado de 
FHA mediante técnicas más sensibles como clivaje de proteínas como poli(ADP-ribosa) 
polimerasa (PARP) y detección de los oligonucleosomas liberados (1). Las diferencias entre 
ambos trabajos pueden explicarse en base a diferencias en las células eucariotas utilizadas. 
No fue posible observar apoptosis en células J7741A.1 (macrófagos) pero si en U937 y THP- 
1 (derivadas de monocitos) y BEAS2-B (derivada de epitelio bronquial). En los casos en que 
se observaron células en procesos apoptóticos, se determinó que el mecanismo de inducción 
de FHA involucra de algún modo al receptor para TNF, TNFR1 (1) y/o la secuencia RGD 
presente en FHA. Este tripéptido sería reconocido por la integrina de membrana VLA-5 que 
induce la traslocación de NF-kB al núcleo provocando un aumento de la molécula de 
adhesión 1 (ICAM-1) que es inductor de acumulación leucocitaria.
B. bronchiseptica también produce apoptosis en células eucariotas, en particular en las 
derivadas de macrófagos murinos (RAW264.7) (17). Bacterias deficientes en la expresión de 
adhesinas como pertactina o variantes de fase avirulentas no producen apoptosis in vitro 
salvo que se favorezca el proceso de adhesión mediante la centrifugación de las bacterias 
sobre las células eucariotas. Esto indicaría que es necesario un primer paso de adhesión a 
fin de que bs factores involucrados en la inducción puedan actuar sobre la célula blanco. Por 
otro lado ha sido posible identificar un sistema de secreción tipo III en B. bronchiseptica (75), 
el cual estaría involucrado en la inducción de apoptosis.
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En ia siguiente tabla se presentan a modo de resumen los resultados publicados hasta el 
momento sobre un conjunto de componentes de Bordetella que inducen apoptosis sobre 
distintas células a través de diversos mecanismos.
Tabla V.3. Componentes de Bordetella spp con capacidad para inducirla apoptosis de células eucariotas.
Factor ensayado Tip o  celular utilizado Método de detección Referencia
Ensayos en los que se observó inducción de apoptosis
Ensayos in  v itro
B . p e r tu s s is
Célula entera Monocitos (donadores sanos) A^ 5
Adenilato ciclasa
Macrófagos (J774A.1) Fragmentación de ADN 45
Monocitos (donadores 
sanos) A4> 5
FHA Monocitos (U937) Anexina V-FACS TUNEL 1
B . b r o n c h is e p t ic a
Célula entera (PRN) Macrófagos (RAW264.7) Anexina V-FACS Anexina V-Microscopía 17
Célula entera 
(Sis. Sec. Tipo III)
Macrófagos (J774A.1) TUNEL 76
Células epiteliales 
pulmonares (L2)
Inhibición de la 
traslocación nuclear de 
NF-kB
76
Ensayos in  v iv o
B . p e r tu s s is
Célula entera Líquido broncoalveolar (neutrófilos y macrófagos) TUNEL 28
B. bronchiseptica
Célula entera Tejido pulmonar (células infiltrativas) TUNEL 31,76
Ensayos en donde no se observó un aumento en ia población celular apoptótica
Ensayos in  v itro
B . p e r tu s s is
PRN, FHA o PT Macrófagos (J774A.1) Fragmentación de ADN 45
Lipopolisacárido Monocitos (U937) Anexina V-FACS TUNEL 1
Ensayos in  v iv o
B . p e r tu s s is
Célula entera Tejido pulmonar (células infiltrativas) TUNEL 31
Abreviaciones: diferencia de potencial de membrana mitocondrial (A*+’)I Flow citometric analysis (FACS), 
deoxy-nucleotidyl transferas-mediated dUTP-biotin nick end labeling (TUNEL).
A fin de determinar si la actividad apoptótica inducida in vitro tanto por B. pertussis como 
por B. bronchiseptica ocurre también in vivo, varios autores analizaron la presencia de 
cuerpos apoptóticos durante la infección en modelos murinos (28, 31). En el estudio realizado 
por Gueirard y col. (1998) (28) sobre liquido broncoalveolar del ratón infectado con 8. 
pertussis se observa un aumento significativo en el número de células apoptóticas, tanto en
Federico B. SistiTesis Doctoral 2004
Capítulo V 161
neutrófilos como macrófagos. Sin embargo, Harvill (1999) (31) no observó cuerpos 
apoptóticos en el pulmón de un ratón infectado con B. pertussis, a pesar de que sí lo ha 
hecho en ratones infectados por B. bronchiseptica. En este último caso las células 
apoptosadas eran células infiltrativas; sólo en raras ocasiones se pudieron observar células 
epiteliales apoptóticas. Es importante recordar que el ratón no es el hospedador natural de B. 
pertussis por lo que es necesario emplear un número importante de bacterias en los inócutos 
a fin de lograr que la infección se desarrolle. En el trabajo que no observa células apoptóticas 
justamente se utilizó un número diez veces menor (5.105 UFC) al empleado por el otro grupo 
(5.106 UFC). Esta diferencia en el número de bacterias inoculadas podría explicar las 
diferencias observadas.
Más allá de la falta de un conocimiento acabado sobre la apoptosis, es esperable que a lo 
largo de un proceso crónico de infección un patógeno intracelular prevenga el desarrollo de 
un proceso apoptótico en las células que lo alojan. En concordancia con esta suposición, en 
el caso de B. bronchiseptica, de sabida capacidad invasiva, se observó que los aislamientos 
obtenidos durante el período crónico presentaban una disminución en los niveles de 
expresión de varios factores de virulencia como PRN, FHA y AC-Hly (30) que han sido 
asociados a procesos apoptóticos. Esta regulación de la expresión podría obedecer a una 
necesidad de preservar el entorno intracelular donde la bacteria persistiría durante el proceso 
crónico. Otro de los cambios observados en este período, además de la regulación de los 
factores de naturaleza proteica, es la variación de la estructura del lipopolisacárido (LPS) 
hacia un fenotipo rugoso profundo ya descripto en anteriores capítulos de esta tesis. Si bien 
pequeñas (1 pg mi'1) cantidades de LPS proveniente de B. pertussis no presentaron actividad 
apoptótica en células derivadas de monocitos (1), el efecto del LPS de B. bronchispetica ya 
sea en su fenotipo liso o trunco no ha sido aún reportado. Esta variación podría acompañar a 
la disminución en la expresión de proteínas proapoptóticas de manera de prevenir la muerte 
de la célula en donde persistiría intraceluiarmente. Con el fin de analizar las posibles 
actividades apoptóticas presentadas por el LPS en su forma completa (lípido A-core- 
trisacárido-antígeno O) o en su forma trunca (lípido A-KDO) realizamos ensayos de apoptosis 
sobre células en cultivo derivadas de aquellos tipos celulares que se encuentran en íntimo 
contacto con el patógeno a lo largo de la infección. Analizamos también la actividad 
apoptótica de los LPS presentes en tos aislamientos obtenidos en las infecciones de B. 
bronchiseptica producidas en humanos a fin de observar si existen actividades diferenciales 
que podrían justificar el cambio observado en la estructura del LPS.
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MATERIALES Y MÉTODOS
1. Microorganismos y condiciones de cultivo
Las cepas utilizadas en este trabajo son las siguientes: BÓ9.73, BÓLP39, BbR1 y BbR4 y 
se describen en las Tablas 11.1 y III.2. Los cultivos se realizaron según se describió en la 
página 63 de este trabajo de tesis. Los antibióticos, cuando se requirieron, fueron 
adicionados a los medios de cultivo a partir de soluciones concentradas de tos mismos 
preparados en agua desionizada y estéril. Las concentraciones finales en tos medios de 
cultivo fueron (pg.mf1) estreptomicina 200 (Sm) y kanamicina sulfato (Km) 80.
2. Aislamiento del lipopolisacárido de BordeteUa y análisis en geles de SDS-PAGE
Los lipopolisacáridos de las cepas fueron purificados según se describió en la sección 
Materiaes y Métodos del Capítulo II de esta Tesis, con algunas modificaciones a fin de 
garantizar la ausencia de proteínas en las preparaciones. En esta oportunidad en la etapa 
final de la preparación del LPS, se agregaron 50 jd de buffer de Laemmli 1X sin el agregado 
del colorante azul de bromofenol ni de p-mercaptoetanol. Las muestras conteniendo el LPS 
fueron calentadas en agua a ebullición durante 10 minutos y luego se sonicaron durante 15 
minutos a fin de desagregar el LPS. A las muestras asi obtenidas se las sometió a una 
digestión con pronasa (2,5 mg mi'1) durante toda la noche a 37° C. Todas las preparaciones 
de LPS así obtenidas fueron conservadas hasta el momento de su utilización a -20° C.
Las preparaciones de LPS se analizaron mediante corridas electroforéticas en SDS- 
PAGE 18% p/ven cubas electroforéticas miniprotean II (Bio-Rad). La tinción de tos LPS fue 
realizada de la misma manera que se describió en la sección de Materiales y Métodos del 
Capítulo II de este trabajo (pág. 64).
3. Determinación de la presencia de proteínas proapoptóticas en ios preparados de 
LPS mediante inmunoensayos (Western blof)
Para determinar si en las preparaciones de LPS obtenidas por nosotros está presente una 
de las proteínas más caracterizadas como apoptóticas, la AC-Hly, se realizaron 
inmunoensayos de dichas preparaciones empleando como primer anticuerpo un suero 
policlonal que reconoce a AC-Hly de BÓ9.73. Este suero fue obtenido por nosotros a partir de 
la toxina purificada según se describe en el punto 5 de esta sección. Para ello se inocularon 
por vía intraperitoneal tres ratones BALB/c con 0,1 |¿g de AC-Hly purificada. La primera 
inoculación se realizó con adyuvante de Freund completo y luego se repitieron las 
inmunizaciones por la misma vía a tos 15 y 21 días con la misma cantidad de AC-Hly pero 
adyuvante de Freund incompleto. Luego de 7 días de la última inmunización se extrajo 
sangre para evaluar la presencia de anticuerpos y luego una vez confirmada la presencia de 
los mismos se procedió a extraer a blanco la sangre de tos ratones para obtener el suero.
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Para analizar la presencia de AC-Hly en nuestras preparaciones de LPS se realizó una 
corrida electroforetica de las muestras y una transferencia de dicho ge! a membranas de 
PVDF (Immobilon™, Millipore) mediante el equipo ivilnl Trans-Bloí íransíer Cell (BloRad) 
según las indicaciones del fabricante como hemos detallado en capítulos anteriores. Estas 
membranas fueron incubadas con el suero anti-AC-Hiy en una dilución 1:1000, luego de 
haber sido bloqueada con proteínas de ia leche descremada. Para revelar la membrana 
empleamos como segundo anticuerpo a un anti-lyG de ratón obtenido en cafara conjugado 
con fosfatasa alcalina (Dilución 1:1000, Jackson Immuno Research Laboratories, Inc) y como 
sustrato empleamos nitroblue tetrazolium chlorlde (NB7 75 rng mi'1 de 70% v/v 
dimetilformamida, Life Technologies,) y 5-bromo-4-cioro-3-indoiii-fosfato-p-toiuidina (BCIP, 50 
mg mi'1 de dimetilformamida, Life Technologies). En paralelo se determinó si la mínima 
cantidad de AC-Hly detectable por westernblot inducía apopiosis. La metodología seguida en 
este caso se describe más abajo.
4. Obtención de AC-H!y de B, bronchiseptica mediante una cromatografía de afinidad 
en sistema batch
Para la obtención de AC-Hly se partió de un cultivo de B . bronchisptica  en fase  
logarítmica (aprox. 12 horas de incubación). El medio de cultivo empleado fue el medio
sintético de Stainer Scholte. Se midió la D.O.650nm y se calculó el peso en gramos de 
bacterias presentes en el cultivo mediante la siguiente fórmula: C(g l'1)=0,197+0,05814 .
D .0.65onm+0,22873 . (D.O.650nm)2- Se centrifugó la suspensión bacteriana a 16000 X g durante 
20 minutos. Las células se resuspendieron en una solución de Tris-HCI 50 mM pH 8 
conteniendo CaCI2 2,2 mM y Urea 5 M de manera de agregar 20 mi de solución cada 4 
gramos de bacteria. En presencia de esta solución, las células bacterianas se incubaron 
durante una hora a 4o C con agitación suave. Luego se centrifugó a 16000 X g durante 30 
minutos a 4o C. Se tomó el sobrenadante y se agregaron cada 20 mi, 60 mi de CaCI2 0,22 
mM Tris-HCI pH 8 y 600 pl de calmodulina-agarosa (Sigma™). Se incubó la mezcla durante 
toda la noche a 4o C con agitación. Se centrifugó la mezcla 5 minutos a 13000 X g y se lavó 
la resina (calmodulina-agarosa + AC-Hly) 2 veces con CaCI2 0,22 mM Tris-HCI pH 8, una vez 
con 0,5 M NaCI CaCI2 0,22 mM Tris-HCI pH 8 y nuevamente dos veces con CaCI2 0,22 mM 
Tris-HCI pH 8. Finalmente se incubó el gel con Urea 8 M + CaCI2 2,2 mM Tris-HCI pH 8 una 
hora a temperatura ambiente, se centrifugó 5 minutos a 13000 X g. El sobrenadante así 
obtenido conteniendo la toxina se conservó a -20° C hasta el momento del ensayo. El lapso 
de tiempo entre la obtención de la toxina y la realización del ensayo nunca superó tos siete 
días para evitar problemas por degradación proteica. 5
5. Determinación de KDO presente en los preparados de LPS
Para determinar la cantidad de LPS en nuestras preparaciones se realizó la determinación 
del ácido 2-ceto-3-deoxioctulosónico (KDO) ya que es un componente ubicuo del LPS. Para
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ello se utilizó la tónica descripta por Karkhanis y col. (1978) (42) tai como ya ha sido descripto 
en la sección de materiales y métodos del capitulo III, página 95.
6 . Ensayos de inducción de apoptosis con ios preparados de LFS
Para los ensayos de apoptosis se utilizaron por un lado células derivadas de epitelio 
pulmonar humano A549 (ATCC CCL185) y células derivadas de macrófagos U937 íATCC 
CRL15932), las cuales fueron cultivadas en el medio Eagle modificado por Dulbecco 
(Laboratorios Gibco) suplementado con suero feiai bovino (SFB) 10%. estreptomicina (100 
gg mi'1) y ampicilina (100 gg mi'1) hasta obtener un 70-80% de confluencia en el caso de 
A549 y aproximadamente 1. 105 células m!1 en ei caso de US37. Para ios ensayos de 
apoptosis se sembraron placas de cultivo Nunclon Delta (Nunc, Roskiide, Denmark) de 24 
pocilios (well) con aproximadamente 8. 104 células por pocilio 18 horas antes de cada 
ensayo.
Por otro lado, empleamos monocitos y neutrófllos oue se purificaron a partir de sangre 
total de donadores sanos voluntarios. La purificación se realizó a través de un gradiente de 
Ficoll-Histopaque®-1119/ Histopaque®-1077. Brevemente, 3 rnl de Histopaque" ! 113 se 
agregaron en un tubo cónico a los que luego se agregaron cuidadosamente 3 m! de 
Histopaque®-1077 y 6 mi de sangre anticoaguSada con nepanna (5 ui cada 10 mi oe sangre). 
Toda esta preparación fue centrifugada a 70Q x g durante 3Q minutos a temperatura 
ambiente con aceleración inicial máxima y sin desaceleración final. Las porciones 
correspondientes a los granulocitos y a las células mononucieares se tomaron con una pipeta 
Pasteur y se trasvasaron a placas de c u l t i v o  
Nunclon Delda (Nunc. Rosklide. Denmark) a fin de permitir la adhesión de los monocitos para 
lo cual se incubó durante 2 horas en. Las células así obtenidas se lavaron con PBS tres veces. 
En todos los casos previo a la realización de los ensayos se verificó mediante colobaración vital 
con Tripan Blue que la población de células muertas no excediera el 3% de la poblaciión total. 
Diluciones decuadas de cada una de las preparaciones de LPS fueron agregados a 5.105 
de las células a ensayar distribuidas cada una en diferentes placas. En paralelo se realizaron 
controles negativos empleando sólo buffer de Laemmli diluido carente de LPS. Como control 
positivo se utilizó tanto a la AC-Hly ya descripta con actividad proapoptótica (28) como a una 
suspensión de B. bronchiseptica en fase virulenta en una relación bacteria:céluala eucariota 100:1 
(17, 31). Las suspenciones celulares junto con las muestras a ensayar fueron incubadas a 37º C 
y 5% CO2 durante cuatro horas. Transcurrido el tiempo de incubación se procedió a determinar
presencia de células en proceso apoptótico siguiendo los procedimientos que se detallan a 
continuación:
6.1. Cell Death Detection  ELISAPlUS de RocheTM. Las celulas luego de ser incubadas
con las preparaciones de LPS, Ac-Hly o la suspensión bacteriana se centrifugaron durante
10 minutos a 200 X g. En los casos en que se analizó la inducción de necrosis se guardó el 
sobrenadante a 2-8º C. En caso contrario el sobrenandante fue descartado. Luego las células   
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se resuspendieron en buffer de lisis provisto por el fabricante y se incubó durante 30 minutos 
a temperatura ambiente. Transcurrido ese tiempo, se centrifugó nuevamente durante 10 
minutos a 200 X g. Un volumen de 20 pl del sobrenadante obtenido o del reservado para el 
análisis de la necrosis fueron agregados a las fosas recubiertas con estreptoavidina. Se 
agregaron 80 pl del inmunoreactivo anti-histona biotilinado + anti ADN con peroxidasa 
conjugada, y se incubó durante 2 hs a temperatura ambiente con agitación (300 rpm). Se 
lavaron las fosas 3 veces con 300 pl de buffer de incubación y se agregó 100 pl de la 
solución con el sustrato para peroxidasa, proporcionada por el fabricante. Se permitió ei 
desarrollo de color durante 20 minutos en la oscuridad para luego determinar la absorbencia 
a 405nm (X referencia 490nm) en lector para placas de ELISA (Rainbow Tecan Spectra). Con 
los valores obtenidos se calculó el factor de enriquecimiento de la siguiente manera: FE -  
(Abs. Muestra -  Abs. Blanco Reactivo) / (Abs. células sin agregado de inductor -  Abs. Blanco 
Reactivo).
6.2. Annexin-V-Fluos Staining Kit de Roche. Una vez cumplido el tiempo de incubación
de las células junto a las preparaciones de LF‘y, se lavaron las células con h h ís  estem nos 
veces centrifugando a 200 X g durante 5 minutos. Luego las células fueron resuspendidas en 
100 pl de solución de teñido (para 10 ensayos 20 pl de Anexina V maracado con 
fluoresceína, 20 pl de ioduro de proidio en 1000 pl de buffer Hepes provisto por el fabricante. 
La mezcla se incubó a temperatura ambiente durante 10-15 minutos. Transcurrido dicho 
tiempo, la suspensión se colocó en un portaobjetos para ser analizada en un microscopio 
fluorescente con una longitud de onda de excitación 450 - 500 nm y detección entre 515 y 
565 nm. Se contaron alrededor de 300 células totales y con ios valores obtenidos se calculó 
el porcentaje de células en apoptosis o necrosadas respecto al total observadas.
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RESULTADOS
El objetivo de nuestro trabajo aquí fue analizar la actividad apoptótica de las diferentes 
estructuras del LPS de B. bronchiseptica observadas en distintos períodos de la infección. 
Teniendo en cuenta que algunos factores de naturaleza proteica con actividades 
proapoptóticas (1, 17, 45, 76) entre ellos la toxina adenilato ciclasa hemolisina (AC-Hly) 
pueden copurificar con el LPS (36) como primer etapa en nuestro estudio analizamos si las 
prepraciones de LPS realizadas por nosotros contenían cantidades significativas de las 
proteínas proapoptóticas. Para ello primeramente realizamos un inmunoblot con cantidades 
crecientes de AC-Hly purificada (0,1 ng a 1 pg ), el cual fue revelado con anticuerpos 
específicos anti-AC-Hly. Así determinamos que la mínima cantidad de la toxina que puede 
ser detectada mediante esta técnica es de 0,1 pg (Fig. V.3A).
Fig. V.3. Correlación entre la mínima cantidad de AC-Hly detectable por ensayos de western b lo ty 
la mínima cantidad capaz de inducir apoptosis. El panel A muestra un western blot de AC-Hly 
empleando cantidades del antígeno desde 50 ng hasta 500 ng. Ei mismo fue revelado con un 
suero policlonal monoespecífico anti-AC-Hly. En el panel B se muestra el factor de enriquecimiento 
en células de epitelio pulmonar (A549) en células apoptosadas inducido por ¡a presencia de 
diferentes cantidades de AC-Hly. El mismo se determinó luego de 4 horas de incubación. FE = 
Factor de enriquecimiento = (Abs405nm muestra Abs405nm reactivo) / Abs405nm control de 
células sin agregado de AC-Hly.
A partir de este dato realizamos ensayos de apoptosis sobre las células A549 empleando 
diferentes cantidades de AC-Hly incluyendo la mínima detectabie por western bioí. Luego de 
4 horas de incubación, tiempo evaluado como suficiente para detectar células en procesos
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apoptóticos (45) se determinó la mínima cantidad de AC-Hly que es capaz de inducir 
apoptosis en una proporción apreciable de células. Así, pudimos determinar que la mínima 
cantidad de AC-Hly detectable por western blot no induce un aumento en la población 
apoptótica, obteniéndose, en este caso, resultados similares a los de los controles negativos 
(Fig. V.3B).
Para analizar entonces si nuestras preparaciones de LPS presentaban una cantidad 
suficiente de AC-Hly como para producir un efecto apoptótico que produjera falsas 
interpretaciones de nuestros resultados, las separamos en corridas electroforeticas en geles 
de poliacrilamida. A partir del SDS-PAGE se realizó un inmunoblot en las mismas 
condiciones en que se analizaron las muestras de AC-Hly. Mediante esta técnica no fue 
posible detectar la presencia de AC-Hly en las preparaciones de LPS indicando que ias 
mismas eran aptas para ser evaluadas en los ensayos de apoptosis (Fig. V.4). Con ei fin DE 
descartar definitivamente la posibilidad de la presencia de alguna otra proteína con actividad 
proapotótica, los geles conteniendo las preparaciones de LPS fueron teñidos con tinción de 
plata para detectar LPS y proteínas. En la figura V.4 se muestra que en estas condiciones 
sólo fue posible detectar las bandas correspondientes a las diferentes formas de LPS 
presentes en las muestras.
Fig. V.4. A. Perfil e lec tro fo ré tico  en g e les  de 
po liacrilam ida  17,5%  p/v de  los LPS 
ob ten idos de B6LP39 (línea 1), Bb9.73 (línea 
2), BbR1 (línea 3) y B bR 4 (línea 4). B. 
Inm unob lo t de las m uestras co rridas en A  
e m p le a nd o  co m o  p rim er an tígeno  suero 
po lic lona l anti -  AC -H ly. La línea 5 
co rresponde  a A C -H ly  purificada
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Efecto apoptótico presentado por los LPS de B69.73 y BbLPZB
Habiendo analizado la calidad de nuestras preparaciones de LPS, procedimos entonces al 
análisis de la actividad apoptótica de los LPS purificados provenientes de la cepa parental 
BP9.73, cuyo LPS posee una estructura completa (13) y del LPS de la cepa BPLP39 ya 
caracterizada como rugosa profunda en esta Tesis. Se utilizaron diferentes tipos de células a 
fin de determinar si existía algún tipo de actividad selectiva. A continuación se presentan los 
resultados obtenidos.
a) Células derivadas de epitelio pulmonar humano (A549). Se utilizó la línea celular 
A549 ya que se trata de células derivadas de epitelio pulmonar. Este tipo de células se 
encuentra en un íntimo contacto a lo largo de la infección con B. bronchiseptica y la relación 
de la bacteria con este tipo de células podría ser importante en el desarrollo y persistencia de 
la infección dentro del hospedador.
Luego de ser incubadas las células junto a ias preparaciones de LPS, pudimos observar 
que ambos tipos de LPS, el completo de la cepa parental y el rugoso profundo del mutante 
B6LP39, presentaban actividad apoptótica en todas las concentraciones ensayadas (0.2 a 
200 ng KDO) sin poderse observar en forma significativa diferencia entre ellos (Fig. V.5). 
Dado que no se observaban diferencias en la inducción de apoptosls. se analizó en forma 
paralela si las preparaciones de LPS en las cantidades utilizadas desencadenaban procesos 
necróticos en ias céiuias. Con tal fin siguiendo ios protocolos recomendados por e! fabricante 
de los Kit de apoptosis empleados evaluamos la presencia de fragmentos de ADN en ios 
sobrenadantes de los cultivos celulares antes de realizar la lisis celular. En ninguna de las 
cantidades utilizadas de ambos tipos de LPS se pudo observar un aumento significativo de 
células necrosadas respecto a los controles.
ng KDO
Fig. V.5. Apoptosis de células epiteliales A549 empleando como molécula inductor? a! LPS 
en distintas cantidades. En gris se grafican los resultados obtenidos con ei LPS con 
estructura completa y en blanco los correspondientes a la estructura trunca. Con FE se 
designa al factor de enriquecimiento (FE=(Abs405nm muestra -  Abs405nm reactivo) / Abs405nm
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control de células sin agregado de LPS). Los datos se corresponden a cuatro experimentos 
independientes entre sí.
b) Monocitos. Estas células provenientes de la serie blanca se encuentran presentes en 
el pulmón y forman parte de las primeras defensas desarrolladas por el hospedador contra la 
infección. En forma paralela a los ensayos realizados sobre las células derivadas de epitelio 
pulmonar, se realizaron ensayos sobre células monocíticas de diferente origen. Para ello 
utilizamos tanto una línea celular derivada de monocitos, la línea U937, como así también 
monocitos provenientes de donadores voluntarios sanos.
La actividad apoptótica de las preparaciones de LPS fueron evaluadas de igual manera 
que en el caso de las células epiteliales. Los resultados obtenidos con ambos tipos de 
células fueron similares entre sí pero difieren sustancialmente de ios presentados para las 
células epiteliales. Aquí se observa una diferencia significativa (Fig. V.6) entre las actividades 
apoptóticas desarrolladas por ambos tipos de LPS. Mientras el LPS completo induce una 
duplicación de la población apoptótica, el LPS truncado no presenta valores 
significativamente diferentes al observado en los controles negativos sin aareaado de LPS 
(FEe6LP39 = 0.3±0.2; FEctroi = 0.2±0.2). Los resultados obtenidos fueron similares para ambas 
muestras de células eucariotas. Al igual que en el caso anterior no se detectó necrosis en 
ninguno de estos ensayos.
2
869.73 86LP39
Fig. V.6. Apoptosis de células U937 empleando como efector al LPS 
completo (blanco) o ai truncado (gris). En ambos casos se empleó LPS 
conteniendo 1 pg de KDO. Con FE se designa al factor de enriquecimiento 
(FE=(Abs405nm muestra -  Abs405nm reactivo) / Abs405nm control de células sin 
agregado de LPS). Los datos se corresponden a tres experimentos 
independientes entre sí.
c) Neuirófiíos de donadores sanos voluntarios. En esta oportunidad ¡a actividad 
apoptótica y necrótica fue determinada con el kit comercial Annexin-V-Fluos Staining Kit de
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Roche siguiendo las instrucciones suministradas por e! fabricante. Transcurridas 4 horas de 
incubación ambas formas de LPS presentaron actividad apoptótica. Los valores del 
porcentaje de ia población en apoptosis respecto ai número tota! de célias presentes indican 
una leve diferencia a favor del LPS trunco (33.6±8% 86LP39; 30.3±10% BÓ9.73) (Fig. V.7). 
Se pudo observar además una diferencia significativa se presentaba al analizar la proporción 
de células necrosadas, siendo el número mayor en el caso del LPS completo (13,5±5% 
células necrosadas en presencia del LPS de BÓ9.73 y 3,5±2% en presencia del LPS de
Fig. V.7. Apoptosis (gris) y necrosis (blanco) de neutrófilos empleando como efector al 
LPS completo (obtenido de B¿>9.73) y al LPS trunco (obtenido de BÓLP39). En ambos 
casos se empleó una cantidad de LPS correspondiente 1 p9 de KDO. Las 
determinaciones del porcentaje de células apoptóticas y necrosadas se empleó el Kit 
Annexin-V-Fluos Staing Kit de Roche'M.
Efecto apoptótico presentado por los LPS de los aislamientos BbRI y BbR4
En forma paralela analizamos la actividad apoptótica de los LPS obtenidos de los 
aislamientos de B. bronchiseptica obtenidos durante diferentes estadios de ia infección. A 
continuación se presentan los resultados obtenidos con los diferentes tipos celulares, 
a) Células derivadas de epitelio pulmonar humano (A549). Las incubaciones de estas 
células con las prepraciones de LPS se realizaron de igual forma que la descripta 
anteriormente. Luego de incubaciones de 4 hs a 37° C 5% CO2 pudimos observar que ambas 
preparaciones de LPS, completo y truncado, se comportan de manera similar. Como se 
observa en la figura V.8, ambas estructuras inducen apoptosis y el porcentaje de células 
apoptóticas que se induce depende de la cantidad de LPS empleado en el ensayo. El valor 
máximo de células apoptóticas (Aprox. FE=3 para ambos tipos de LPS) se alcanzó cuando 
se empleó una cantidad de LPS correspondiente a 2 pg de KDO o mayores. En ninguna de 
las condiciones analizadas observamos células necrosadas.
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Fig. V.8. Apoptosis de células epiteliales A549 empleando como molécula inductora 
al LPS proveniente de aislamientos humanos en distintas cantidades. En gris se 
grafican los resultados obtenidos con el LPS con estructura completa (BbR1) y en 
blanco los correspondientes a la estructura trunca (BbR4). Con FE se designa a! 
factor de enriquecimiento (FE=(Abs405nm muestra -  Abs405nm reactivo) / Abs^nm 
control de células sin agregado de LPS). Los datos se corresponden a cuatro 
experimentos independientes entre sí.
b) Monocitos y neutrófilos de donadores voluntarios sanos. La actividad apoptótica de 
los LPS fue ensayada en forma separada sobre monocitos y neutrófilos provenientes de 
donadores sanos. Estas células se encontrarían en contacto con B. bronchiseptica durante 
todo el proceso infeccioso, inclusive durante el período crónico. El comportamiento 
presentado por el LPS purificado a partir de BÓR4 es dependiente del tipo celular y presenta 
diferencias significativas respecto al comportamiento del LPS de BóR1 tal como se indica en 
la figura V.9 y se detalla a continuación.
Los monocitos se lisan en forma inmediata en presencia del LPS de BóR1 en las 
cantidades utilizadas (0,05 pg p l1) indicando que esta estructura de LPS induce una necrosis 
sobre este tipo celular que no fue posible de observar con el LPS de BÓR4. El LPS 
proveniente de BÓR4 no induce ni procesos necróticos ni apoptóticos en este tipo de células.
En relación a los ensayos realizados sobre neutrófilos pudimos observar que ambos LPS 
no inducen necrosis pero sí apoptosis. La actividad apoptótica fue similar para ambos LPS 
(27,2 ± 5% células apoptóticas en presencia del LPS de BóR1 y 26,1 ± 5% en presencia del 
LPS de BbR4) y levemente inferior a la de los LPS BÓ9.73 (30,4 ± 5%) y BÓLP39 (33,6 ± 5%) 
(Fig. V.7y V.9).
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Control LPS BbRl LPS BbR4
Fig. V.7. Apoptosis (gris) y necrosis (blanco) de neutrófilos empleando como 
elector al LPS completo (obtenido de BPR1) y al LPS trunco (obtenido de BbHA). 
En ambos casos se empleó una cantidad de LPS correspondiente 1 pg de KDO. 
Las determinaciones del porcentaje de células apoptóticas y necrosadas se 
empleó el Kit Annexin-V-Fluos Staing Kit de RocheTM.
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DISCUSIÓN
Los patógenos bacterianos desarrollan diferentes mecanismos a través de ios cuales son 
capaces de evadir y/o alterar la acción del sistema inmune del hospedador. Los hallazgos 
recientes han permitido la identificación de numerosos factores bacterianos involucrados en 
una variedad de estrategias de evasión reforzando la visión acerca de la complejidad de la 
interacción bacteria-hospedador.
Dentro de los mecanismos involucrados en la evasión de la respuesta inmune se ha 
incrementado notablemente el conocimiento de la inducción o prevención de la muerte 
celular programada o apoptosis por parte de los patógenos. La inducción de la muerte celular 
por parte de las bacterias permitiría eliminar células claves dentro del sistema inmune. Sin 
embargo es posible suponer que para ciertos patógenos intracelulares la inducción de la 
apoptosis resultaría desfavorable. Esto es consecuente con la observación de que bacterias 
intracelulares son capaces de inhibir la muerte celular de la célula que los aloja (22).
Esa doble posibilidad de inhibir o de activar la apoptosis en ocasiones se da para un 
mismo microorganismo sobre distintos tipos celulares (3, 6 , 43, 48, 65, 72). Esto muestra al 
fenómeno de apoptosis como un mecanismo regulable por el patógeno para desarrollar y 
mantener la infección.
En las infecciones causadas por B. bronchiseptica se ha podido observar células en 
procesos de apoptosis y más aún se ha sugerido que la inducción de apoptosis en 
determinadas células es un paso fundamental en el desarrollo de las primeras etapas de la 
infección (28, 31). Se desconoce aún si este proceso tiene algún rol durante la etapa crónica 
de la infección de Bordetella. En principio parecería que durante esta etapa la inhibición de la 
apoptosis es la que juega un rol ya que durante la misma se ha descripto que los factores 
inductores de la apoptosis en células eucariotas (AC-Hly, FHA y PRN) dejan de ser 
expresados (27). Preservando la integridad celular a través de la inhibición de la apoptosis el 
patógeno estaría resguardando su nicho intracelular. Como hemos descripto anteriormente la 
estructura del LPS de B. bronchiseptica también sufre un cambio pero aún su función no ha 
sido esclarecida. Podría suponerse que B. bronchiseptica induce la muerte celular 
programada a través de AC-Hly, FHA, PRN y un LPS liso durante las primeras etapas de la 
infección pero luego una vez alcanzado el período crónico esta actividad resultaría perjudicial 
para la bacteria, por lo que los factores proteicos dejan de ser sintetizados y se presenta un 
LPS rugoso profundo con actividad apoptótica diferente. Esta posibilidad de que diferencias 
estructurales en el LPS de B. bronchiseptica presente distintas actividades proapoptóticas no 
ha sido descripta hasta el momento. Para avanzar en este conocimiento en ei presente 
capítulo realizamos ensayos de apoptosis in vitro empleando diferentes tipos de células: 
células derivadas de epitelio pulmonar o pertenecientes a la serie blanca. Ambos tipos 
celulares se relacionan con B. bronchispetica durante el proceso infectivo pudiendo estar 
involucrados en diferentes etapas del desarrollo de ¡a infección. Los diferentes LPS
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incluyeron a los derivados de ias cepas BÓ9.73 (LPS completo) y la BÓLP39 (LPS rugoso) y a 
aquellos provenientes de aislamientos humanos obtenidos, tanto de la etapa aguda (BbR1, 
LPS completo) como del correspondiente al período crónico (BbRA, LPS rugoso profundo). 
Los resultados obtenidos muestran diferencias importantes en cuanto a la inducción de 
muerte celular de manera dependiente del tipo de célula utilizado y del LPS empleado como 
inductor.
En los ensayos realizados con células derivadas de epitelio pulmonar humano (A549), las 
células presentan la misma sensibilidad ante el estímulo apoptótico del LPS tanto en su 
forma completa como en su forma rugosa profunda provenientes de las cepas Bb 9.73 y 
S5LP39 respectivamente. Es decir que ambas formas de LPS inducen en igual magnitud un 
aumento en la proporción de células epiteliales apoptóticas. Se observa para ambas formas 
un aumento de hasta 4 veces en la proporción de células en proceso apoptótico respecto al 
control sin tratamiento, indicando que la actividad apoptótica sobre las células A549 estaría 
asociada al lípido A o en la zona más cercana al lípido A o en ambas. Resultados similares 
se observaron con los LPS provenientes de los aislamientos de B. bronchiseptica obtenidos 
de pacientes con infección aguda y crónica. La única diferencia observada es que el efecto 
de inducción para estos LPS obtenidos de bacterias provenientes de infecciones humanas 
resultó dependiente de la dosis empleada. En el caso del aislamiento de origen humano el 
nivel máximo (FE = 3 ± 0.8) fue alcanzado con el equivalente a 20 ng de KDO, mientras que 
el LPS de SÓ9.73 produjo este aumento con una cantidad 20 veces menor (1 ng de KDO). 
Este efecto puede deberse a que los LPS derivados de SÓ9.73 posean una actividad 
apoptótica intrínseca mayor, por lo que niveles máximos del Factor de Enriquecimiento (FE) 
se obtengan a concentraciones menores del LPS. Esta diferencia puede ser atribuida a 
diferencias estructurales que aún no han sido determinadas y que requieren de futuros 
estudios.
Los resultados obtenidos sobre las células derivadas de la línea blanca, presentan 
diferentes respuestas según el tipo de célula y el tipo de LPS utilizado. En neutrófilos, todos 
los LPS utilizados en su forma completa o trunca son capaces de inducir un aumento de 
hasta un 35% en la proporción de células apoptóticas. De todos los LPS ensayados sólo el 
de la cepa BÓ9.73 induce una pequeña pero significativa proporción de neutrófilos necróticos 
(13,5 ± 5%). Frente a los monocitos o células derivadas de éstos (U937), la única forma de 
LPS que indujo actividad apoptótica fue la correspondíante a BÓ9.73, llegando casi a duplicar 
la población apoptosada. La única forma que indujo necrosis en estas células fue la 
proveniente del aislamiento obtenido de la fase aguda de la infección (BbR1) que en las 
concentraciones utilizadas fue instantánea.
Las diferencias observadas en las actividades apoptóticas y necrosantes de los LPS 
completos de B¿>9.73 y B¿>R1 pueden deberse a ias diferencias estructurales entre ambas 
moléculas. Esto indica que existiría una especificidad en el tipo de célula blanco dependiente 
de la estructura del LPS. A través de esta diferencia de actividades B. bronchiseptica podría
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emplear esta estrategia de evasión de manera de poder infectar a distintos hospedadores 
suceptibles. Así, los aislamientos que provienen de un mismo hospedador deberían poseer 
similitudes estructurales en el LPS. Algunos trabajos publicados siguen esta tendencia pero 
existen excepciones que indicarían otros roles para el LPS que aún deben ser analizados en 
profundidad (78). Los datos presentados mostrando diferencias entre los neutrófilos y 
monocitos sugiere roles diferentes para ambos tipos celulares durante el desarrollo de la 
infección.
A partir de los resultados obtenidos hemos confeccionado un primer modelo acerca de uno 
de los posibles roles de la variación estrucutral del LPS a lo largo de la infección. En 
particular hemos demostrado que el LPS es capaz de modular la actividad apoptótica de 
diferentes células del hospedador dependiendo de su estructura. Esto es, B. bronchiseptica 
gracias a la presencia de diferentes factores de virulencia, incluyendo un LPS completo, 
inicia las primeras etapas de la infección e induce la apoptosis de células blancas. Luego 
para persistir la bacteria reduciría de manera significativa la expresión de los factores 
proteicos, altamente antigénicos que podrían desencadenar un proceso apoptótico (FHA, 
PRN y AC-Hly). Nuestros resultados muestran que los LPS truncos o deep rough no son 
capaces de inducir la muerte de monocitos o células derivadas de éstos. Así, el LPS rugoso 
profundo característico de la fase crónica de la enfermedad jugaría un rol esencial en la vida 
intraceluiar.
El equilibrio entre los mecanismos de patogenicidad de la bacteria y aquellos involucrados 
en erradicar al patógeno se ha mantenido a lo iargo de todo el proceso evolutivo de ambos 
organismos. El establecimiento de este equilibrio ha generado las condiciones adecuadas 
para que ambos protegonistas se adapten a la presencia del otro a lo largo del tiempo. Esto 
ha permitido el desarrollo de enfermedades persistentes, en las que el patógeno no ocasiona 
daños importantes al hospedador. La complejidad de esta interacción ha impedido 
determinar la totalidad de los componentes involucrados en ella y el rol de los mismos. En 
relación a los mecanimos que integran la red de interacciones sólo han sido descriptos 
parcialmente y en la mayor parte de los casos desde el punto de vista del patógeno. La 
inducción de la apoptosis se enmarcaría dentro de uno de estos diferentes mecanismos 
desarrollados por el patógeno. En la interacción patogénica de B. bronchiseptica existen 
varios componentes bacterianos que podrían estar involucrados en la inducción de la 
apoptosis celular, entre ellos el LPS. Hemos dado aquí un primer paso hacia la comprensión 
del rol de este componente en la inducción de la apoptosis de las células del hospedador. 
Futuros ensayos que involucren el análisis tanto de los receptores y factores involucrados, 
asi como posibles interacciones cooperativas entre los diferentes componentes de la 
superficie bacteriana con el LPS permitirán seguir avanzando en la comprensión de la 
importancia que posee el procesos de inducción de apoptosis en el desarrollo de la 
enfermedad como en la persistencia dentro del hospedador.
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La interacción entre un patógeno y su hospedador es un proceso dinámico y complejo 
en el que entran en juego, por parte del patógeno, numerosos factores y mecanismos de 
virulencia, y por parte del hospedador, diversos mecanismos de defensa. La superación 
de las actividades de uno sobre las del otro hace que se desencadene o se aborte el ciclo 
infeccioso. Así, para lograr una infección efectiva, el patógeno en cada una de las etapas 
del proceso debe evadir las defensas que el hospedador desarrolla. Una vez superadas 
todas las etapas, el patógeno puede persistir en el hospedador o diseminarse hacia otro 
hospedador susceptible en donde reinicia el ciclo infeccioso. En ios casos de persistencia, 
la infección evoluciona de manera asintomática convirtiendo al hospedador en un portador 
del patógeno que lo disemina entre la población susceptible. Estos casos silenciosos, si 
no existe sospecha de infección, no son diagnosticados y consecuentemente representan 
un problema serio en el área de salud. Los estudios moleculares sobre la etapa de 
persistencia o cronicidad de la enfermedad son los que podrán contribuir al desarrollo de 
estrategias que realmente tiendan a erradicarla en forma definitiva.
Los mecanismos por los cuales las bacterias son capaces de desarrollar procesos 
crónicos de infección son diversos y no del todo conocidos, sin embargo todos ellos se 
caracterizan porque la bacteria escapa a la respuesta inmune desarrollada durante la 
etapa aguda de infección. Esta evasión puede lograrse porque el patógeno modifica la 
respuesta inmunológica del hospedador o varía la expresión y/o la estructura de sus 
antígenos, o ambas. El cambio de los epitopes expuestos a la acción inmune del 
hospedador se denomina variación antigénica. Esta variación puede ocurrir a través de 
mutaciones, recombinaciones a nivel génico (14) o a través de sistemas de transducción 
de señales que median la alternancia entre dos estados fenotípicos diferentes. La 
variación de los antígenos en general se observa en la superficie de la bacteria ya que es 
la que está más expuesta a la acción del sistema inmune del hospedador. Dentro de estos 
antígenos se encuentra el lipopolisacárido (LPS) cuya variación estructural ya ha sido 
descripta para Haemophilus influenzae (15), para Helicobacter pylori (1, 2, 22), para 
Neisseria meningitidis (6). e incluso para el patógeno Bordetella bronchiseptica (7) que es 
el patógeno objeto de nuestros estudios. En el caso de B. bronchiseptica aún no se ha 
determinado el mecanismo por el cual se produce la variación del LPS desde una forma 
completa en el inicio de la infección hacia una forma trunca en la fase crónica. Esto se 
debe probablemente a que sólo recientemente se ha podido determinar parte de la 
genética y bioquímica de ésta molécula. Más aún, el papel que cumple el LPS en el 
proceso patogénico no se ha esclarecido completamente. Tanto el estudio del rol del LPS 
como el de su variación estructural a lo largo de la infección de B. bronchiseptica, son los 
aspectos del conocimiento sobre los que hemos focalizado mi trabajo de Tesis.
En primer lugar se analizó la relación entre el sistema de traducción de señales BvgAS 
(y más específicamente la de los agentes moduladores que modifican la actividad de 
BvgAS) y la variación estructural del LPS. La idea de emprender este análisis surgió luego 
de observar la cinética del cambio de expresión de los factores proteicos que ocurre
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durante la infección causada por B. b ro n c h is e p t ic a  (7, 9). Esta emética parecía coincidir 
con la correspondiente al fenómeno de m o d u la c ió n  d e  fa s e s  mediado por el sistema de 
traducción de señales BvgAS. Sin embargo, la falta de un conocimiento acabado sobre la 
relación entre uno de los componentes de superficie, el LPS, que varía ¡n v iv o , y el 
sistema BvgAS dificultaba el reconocimiento de un posible paraleiismo entre el fenómeno 
observado in  v iv o  y la modulación fenotípica. Es por ello que nos propusimos encarar la 
búsqueda de dicha relación. Los resultados alcanzados indican que la estructura del LPS 
puede ser regulada, al menos, a través de dos mecanismos: uno mediado por 
moduladores del sistema BvgAS y otro que obedece a los cambios de temperatura del 
ambiente pero que es independiente de BvgAS tal como lo indico la respuesta obtenida 
con un muíante BvgA (Fig. 11.9). El primer mecanismo estaría involucrado en la 
regulación de la estructura de la parte distal del LPS, principalmente del antígeno O. En 
cambio, las estructuras más cercanas al lípido A, incluyendo a! core estarían reguladas 
por la temperatura. La acción de sistemas de regulación distintos podría proveer 
estrategias más precisas para la adaptación del patógeno no sólo a a diferentes nichos 
ecológicos en los que esta bacteria es capaz de desarrollarse sino también a diferentes 
hospedadores. Así, durante el transcurso de las infecciones en los mamíferos que 
habitualmente infecta B. b ro n c h is e p t ic a , el LPS debe presentar una estructura completa, 
conteniendo antígeno O. La inclusión del hombre dentro del rango de hospedadores de B. 
b ro n c h is e p t ic a  requiere quizás de modificaciones en el ¡_PS consitentes en una 
disminución en la producción de esta parte distal del LPS asemejándose aún más a B. 
p e r tu s s is , que es patógeno obligado del hombre. Resulta interesante en particular la 
modificación observada por acción de la temperatura en el LPS de los aislamientos 
humanos. La bacteria proveniente de un período agudo de la infección (BÓR1) no 
presenta durante el crecimiento a 37° C una síntesis importante de antígeno O. Dado que 
B. p e r tu s s is  tampoco presenta antígeno O se ha sugerido que su presencia en B. 
b ro n c h is e p t ic a  resulta perjudicial para la infección de humanos (5, 18, 19). Sin embargo, el 
crecimiento a bajas temperaturas de fíóR1 parece inducir una estructura que podría ser 
un antígeno O discreto. Esto indica que los genes para sintetizar porciones distales en el 
LPS de B b R1 se encuentran presentes y que se encontrarían inactivados durante la 
infección en humanos. Si la bacteria se encuentra en un medio diferente en donde las 
temperaturas promedio son inferiores entonces estos genes serían activados. Mientras 
que la presencia de esta estructura podría resultar perjudicial o al menos innecesaria para 
el proceso infeccioso en humanos, sería importante su presencia durante la vida libre o 
durante la transmisión de hospedador en hospedador o directamente para otros 
hospedadores. Esto último ha sido descripto por otros autores, en donde la ausencia de 
antígeno O resulta perjudicial para la colonización definitiva de los pulmones de ratones 
(5). Esto pone en evidencia las diferencias sutiles pero en ocasiones relevantes existentes 
entre los sistemas inmunológicos de los modelos animales utilizados y el humano.
Un aspecto a destacar es que ninguno de los moduladores del sistema BvgAS fue 
capaz de inducir un cambio en la estructura del LPS hacia una forma rugosa profunda
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característica del período crónico de la infección. Sin embargo, no puede descartarse que 
exista algún otro modulador que actué in vivo induciendo dichos cambios.
La variación estructural del LPS, junto a la disminución en la expresión de factores 
proteicos, en particular con la toxina RTX de B. bronchiseptica, la AC-Hly, sugiere además 
una posible interrelación entre estos componentes. Sin embargo los resultados obtenidos 
en este trabajo no muestran una relación clara entre el LPS y la toxina AC-Hly, a 
diferencia de lo observado en otros microorganismos en donde se ha establecido una 
interrelación entre la biosíntesis del LPS y de toxinas pertenecientes a la familia RTX (4, 
21). Aún así, no descartamos la posibilidad de la existencia de una interacción entre 
ambos componentes a través de mecanismos que no hemos evaluado, como ser la 
regulación de síntesis a nivel transcripcional o postraduccional. Más aún, Hozbor y 
colaboradores (1999) (11) han descripto una relación estructural entre el LPS y AC-Hly 
que podría ser importante para la actividad tóxica de una o ambas toxinas.
En la etapa siguiente de nuestro trabajo, pero siempre focalizados en el 
esclarecimiento del conocimiento del rol del LPS y su variabilidad estructural en la 
patogénesis y persistencia de B. bronchiseptica en el hospedador contruimos y 
caracterizamos un muíante de B. bronchiseptica que presenta un LPS alterado, fenotipo 
deep rough (al que hemos designado 8óLP39j con estructura similar a la observada en 
los aislamientos provenientes de los estadios crónicos de la enfermedad. Los resultados 
que hemos obtenido muestran que la mutación responsable del fenotipo deep rough 
(mutagénesis insercional sitio específica sobre el gen waaC), no es letal y más aún el 
muíante sigue produciendo niveles detectables de los principales factores de virulencia. A 
través de los ensayos in vivo pudimos determinar que la forma trunca del LPS (LPS deep 
rough) imposibilita una colonización efectiva en el hospedador. A través de ensayos in 
vitro empleando células de epitelio pulmonar A549 pudimos observar que BÓLP39 tiene 
reducida su capacidad de adhesión a las células eucarióticas. Este resultado explicaría la 
dificultad del muíante para iniciar la infección en los ensayos in vivo.
Estos estudios muestran claramente la importancia del LPS con una estructura 
completa en los primeros estadios de la infección pero no nos permitieron avanzar en el 
estudio del rol de la forma trunca en la persistencia de la bacteria en el hospedador 
debido a la incapacidad que presenta esta forma para adherirse a las células del 
hospedador. Esta dificultad en la adhesión sugiere que la forma trunca del LPS aislada de 
estadios crónicos de la enfermedad en humanos no estaba presente en las bacterias que 
iniciaron la infección sino en una progenie derivada de bacterias con LPS liso, que es la 
forma con que la bacteria es capaz de colonizar. Las modificaciones concomitantes en la 
expresión de los principales factores de virulencia y la pérdida completa de la reactividad 
frente a sueros refuerzan la idea de que los cambios estructurales que ocurren durante la 
infección pueden ayudar a la bacteria a persistir en el hospedador. Más aún, la respuesta 
humoral dirigida contra las porciones distales del LPS parece ser, según nuestros 
resultados, la responsable de seleccionar in vivo bacterias con un LPS rugoso. Este 
puede ser el primer paso del cambio estructural hacia un fenotipo rugoso profundo.
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Favoreciendo el proceso de persistencia, las bacterias durante el período crónico 
disminuyen la expresión de factores de virulencia (AC-Hly, PRN y FHA) que poseen 
actividades citotóxicas como ser la inducción de apoptosis sobre células del hospedador. 
Esta actividad, de estar presente, resultaría perjudicial para el desarrollo de la vida 
intracelular de la bacteria, un comportamiento ya descripto para B bronchiseptica (3, 9, 10, 
20). En relación al rol de la apoptosis en la patogénesis aún no se cuenta con un modelo 
acabado; sin embargo existe un consenso sobre la inhibición del mismo durante el 
desarrollo de un proceso crónico de infección para un patógeno con capacidad de 
sobrevivir intracelularmente. De esta forma el patógeno evitaría la destrucción de las 
células que lo alojan. En concordancia con esta suposición la disminución en los niveles 
de expresión de varios factores de virulencia como PRN, FFIA y AC-Hly (9) que han sido 
asociados a procesos apoptóticos junto con la variación estructural del LPS podría 
obedecer a una necesidad de inhibir procesos apoptóticos sobre determinadas células 
durante el proceso crónico. Con el fin de analizar las posibles actividades apoptóticas 
presentadas por el LPS en su forma completa (lípido A-core-trisacárido-antígeno O) o en 
su forma trunca (lípido A-KDO) realizamos ensayos de apoptosis sobre células en cultivo 
derivadas de aquellos tipos celulares que se encuentran en íntimo contacto con el 
patógeno a lo largo de la infección. Analizamos también la actividad apoptótica de los LPS 
presentes en los aislamientos obtenidos en las infecciones de B. bronchiseptica 
producidas en humanos a fin de observar si existen actividades diferenciales que podrían 
justificar el cambio observado en la estructura del LPS.
A partir de los resultados obtenidos hemos confeccionado un primer modelo acerca de 
uno de los posibles roles de la variación estructural del LPS a lo largo de la infección. En 
particular hemos demostrado que el LPS es capaz de modular la actividad apoptótica de 
diferentes células del hospedador dependiendo de su estructura. Esto es, B. 
bronchiseptica con un LPS completo junto a la expresión de diferentes factores de 
virulencia inicia las primeras etapas de la infección e induce la apoptosis de células 
blancas. Luego para persistir la bacteria reduciría de manera significativa la expresión de 
los factores proteicos, altamente antigénicos. Nuestros resultados muestran que los LPS 
truncos o deep rough no son capaces de inducir la muerte de monocitos o células 
derivadas de éstos. Así, el LPS rugoso profundo característico de la fase crónica de la 
enfermedad jugaría un rol esencial en la vida intracelular.
La estrategia actual para el control de Bordetella se focaliza sobre el diseño de vacunas 
contra B. pertussis utilizando componentes proteicos de esta especie como FHA, PRN o 
Fimbrias. Dado que B. bronchiseptica se ha integrado al grupo de especies que son 
patógenos del hombre, resulta esencial diseñar nuevas estrategias que eviten no sólo la 
colonización sino también la diseminación de este patógeno. Esta estrategia debe ser 
compatible y coordinada a la ya desarrollada contra B. pertussis. Teniendo en cuenta las 
características de cronicidad de B. bronchiseptica, los componentes que se consideren 
para completar la vacuna anti Bordetella deberán incluir alguno propio de la fase crónica. 
Entre estos posibles componentes se encuentra el LPS, cuyo estudio se ha iniciado con 
detalle por primera vez en este trabajo de Tesis.
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Soluciones
Electroforesis SDS-PAGE.
Gel de concentración
Soluciones Southern-blot.
Glicina 2,6 M Solución 1
Sodio dodecil sulfato (SDS) 0,1 % p/v NaOH 0,4 M
Tris-HCI 0,05 M NaCI 3,0 M
pH 6,8
Solución 2
Gel de separación NaOH 8 mM
Glicina 2,6 M NaCI 3,0 M
Sodio dodecil sulfato (SDS) 0,1 % p/v
Tris-HCI 0,05 M Solución 4
pH 8,8 NaH2P04 0,2 M
Na2HP04 0,2 M
Buffer de Laemmli.
Sodio dodecil sulfato (SDS) 2% p/v Solución de prehibridación
Glicerol 1 % v/v NaCI 0,75 M
Na2EDTA 0,02 M Citrato de Na 0,075 M
Tris-HCI 0,05 M Sarcosyl 0 ,1 % p/v
pH 6,8 Sodio dodecil sulfato (SDS) 0 ,02% p/v
Bloqueante 1 % p/v
Buffer de Transferencia Westernblot. pH 7,0
Glicina 1,0 M
Metanol 20% v/v Bufferl
Tris-HCI 0,025 M NaCI 150 mM
Tris - HCI 100 mM
Buffer Tris Sodio (TBS).
NaCI 1,5 M
pH 7,5
Tris-HCI 0,5 M Buffer 2
Bloqueante 1% p/v en Buffer 1.
Buffer fosfato (PBS)
kh2po 4 0.428 g/l Buffer 3
Na2HP04 1.39 g/l NaCI 100 mM
NaCI 7.2 g/l MgCI2 50 mM
pH 7,4 Tris - HCI 
pH 9,5
100 mM
Buffer Tris Borato EDTA (TBE).
Tris-HCI 89 mM Sodio Citrato 10X (SSC10X)
Na2EDTA 2,5 mM NaCI 1,5 M
H3BO3 89 mM Citrato de Na dihidrato 0,15 M
pH 8,2 pH 7,0
Buffer Tris EDTA (TE).
N-lauril sarcosina 0 ,1 % p/v
EDTA 1 mM
Tris-HCI 
pH 8,0
10 mM
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Medios de cultivo
Stainer-Scholte (SS). Luria-Bertani (LB).
Glutamato de sodio rmonohidrato 0,57 M Triptona 10 g/l
L-Prolina 0,02 M Extracto de levadura 5g/l
NaCI 0,43 M Glucosa 1 g/l
KH2P04 0,036 M NaCI 0.085M
KCI 0,02 M
MgCI2 .6 H20 5 mM soc
CaCI2 .2 H20 1,4 mM
Tris -  HCI 0,12 M Extracto de levadura 5 g/l
pH 7.2 Triptona 5 g/l
NaCI 10 mM
Complemento 20 mi 10X MgS04 10 mM
L - Cisteína 800 mg MgCI2 10 mM
FeS04 .7 H20 200 mg
Ac ascórbico 400 mg Glicerol Levadura Triptona (GYT)
Ac. N ¡cotín ico 80 mg
HCI(o 2 ml Glicerol 10% v/v
Extracto de levadura 1,25 g/l
Triptona 1,25 g/l
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